STRATEGII, PROGRAME ŞI METODE DE AMELIORARE A ARBORILOR STRATEGIA DE AMELIORARE Stabileşte direcţiile şi obiectivele principale de ameliorare a caracterelor şi însuşirilor cantitative şi calitative ale unei specii, precum şi performanţele generale dorite Prin strategia de ameliorare antamată se are în vedere eficientizarea şi optimizarea procesului de ameliorare. Cercetătorii stabilesc şi utilizează în acest sens mijloace şi ţinte de ameliorare eficiente în cadrul programelor de ameliorare stabilite. A optimiza în acest caz înseamnă a adapta strategia şi programul de ameliorare în funcţie de: - caracteristicile speciei, uneori a unui grup de populaţii ale acesteia; - structura şi tipul variaţiei genetice; - modul de moştenire a caracterelor importante, pentru a obţine cel mai mare beneficiu per unitatea de timp. - Optimizarea strategiei de ameliorare trebuie asigurată la o serie de niveluri: înmulţirea materialului (aplicarea unei intensităţi potrivite de înmulţire, structura şi mărimea potrivită a populaţiei de ameliorare, derularea unui plan pentru menţinerea unui nivel adecvat al diversităţii genetice); metodele de ameliorare (metode adecvate de împerechere, metode de testare şi selecţie, durata şi mărimea populaţiei de testare etc.); derularea metodelor producere a materialului genetic ameliorat (exemplu: infiinţarea de livezi semincere, clonarea materialului de reproducere etc.) Strategia de ameliorare trebuie să stabilească cuantumul câştigului genetic într-un anumit interval de timp (de exemplu într-un an), precum şi costurile şi componentele implicate. Pentru molid pare a fi favorabilă o strategie de ameliorare prin clonarea familiilor full sib, urmată de selecţia pe baza performanţelor clonale, în timp ce pentru pinul silvestru pare a fi mai potrivită o strategie de ameliorare în doi timpi: mai întâi o preselecţie fenotipică, apoi selecţie în cultură de testare a descendenţilor. G. Namkoong ( genetician forestier american) a propus o modalitate nouă de derulare a strategiei de ameliorare a unei specii = constituirea unui sistem de ameliorare prin populaţie multiplă ( Multiple Population Breeding System – MPBS) : să nu se lucreze cu o singură populaţie de ameliorare a unei specii, ci cu mai multe subpopulaţii mici amplasate într-o gamă variată de condiţii de mediu din arealul natural sau de cultură al speciei respective. Obiectivele de ameliorare pot fi aceleaşi pentru toate subpopulaţiile sau pot fi diferite pentru unele dintre ele. Motivaţia unei astfel de strategii de ameliorare: La arbori, pe parcursul ciclului lung de derulare a programelor de ameliorare pot surveni modificări: - mediogene, care influenţează câştigul genetic preconizat iniţial; - privitoare la tehnologiile silvice; - privitoare la obiectivele şi priorităţile de ameliorare a speciei respective In felul acesta, MPBS permite: - să se obţină valori specifice fiecărei subpopulaţii pentru câştigul genetic de ameliorare, în funcţie de condiţiile staţionale implicate în locul de derulare a experimentului; - să se poată reorienta în timp programul de ameliorare pentru unele subpopulaţii, ceea ce presupune, totodată, cheltuieli mai mici, deoarece subpopulaţiile de ameliorare sunt alcătuite dintr-un număr mai mic de exemplare decât în cazul unei populaţii unice de ameliorare; - practicarea selecţiei disruptive Exemplu de aplicare a acestui concept: In Suedia, pentru molid, pin silvestru, mesteacăn etc., s-a stabilit ca subpopulaţiile de ameliorare să fie distribuite în funcţie de temperatură şi fotoperiodism conform schemei: Fiecare subpopulaţie = 50 arbori Numărul = prea mic ? Se consideră suficient deoarece: - o populaţie de ameliorare poate fi alcătuită din 20 subpopulaţii→ 1000 arbori; - consangvinizarea care se poate produce la nivelul unei subpopulaţii cu N= 50 : F= 1/ 2N = 1/100 = 0,01 (1%) Exemplu de strategie de ameliorare via MPBS pentru Pinus radiata, în Noua Zeelandă: • = bazată pe constituirea a 7 subpopulaţii de ameliorare; • Obiective de ameliorare urmărite: 1. Obţinerea de creşteri active şi trunchiuri cu formă bună (ameliorată) 2. Lemn cu rezistenţă mecanică mare, cherestea cu noduri mici şi ramuri dispuse în unghi mic faţă de axul trunchiului 3. Internoduri moderate la lungi, creşteri active 4. Creşteri active, vătămări reduse provocate de Dothistroma, lemn dens Strategii pentru populaţii avansate de ameliorare: cadrul general, mărimea populaţiei de ameliorare, structura şi managementul strategiei 1. Cadrul general În multe programe de ameliorare derulate în prezent s-a ajuns la al doilea sau al treilea ciclu de ameliorare. Câştigul genetic pentru aceste generaţii avansate de ameliorare se prezumează a fi mai mare decât cel obţinut în prima generaţie. - - În astfel de situaţii, se impune elaborarea unei strategii complete de ameliorare, care este un plan detaliat care trebuie să cuprindă: Designul (schema strategiei de ameliorare); Derularea temporală a activităţilor; Logistica necesară pentru activităţile planificate De maximă importanţă în derularea unei strategii pentru populaţii avansate de ameliorare sunt primele două aspecte: schema de derulare a strategiei de ameliorare şi derularea temporală a activităţilor, presupunând clarificări privind: selecţia materialului iniţial sau din fiecare ciclu de ameliorare; testarea acestuia; înmulţirea materialului utilizat; constituirea populaţiilor de propagare; comercializarea varietăţilor ameliorate genetic; infuzia de material nou; stabilirea măsurilor necesare pentru conservarea diversităţii genetice conform schemei următoare: - Obiectivele unei strategii şi ale programului de ameliorare sunt de o mare diversitate, dar acestea trebuie să asigure, în general: un câştig genetic pe termen lung pentru câteva trăsături (caractere) de interes silvicultural, comercial, tehnologic, adaptativ etc.; menţinerea unui nivel optim de diversitate genetică în populaţia de ameliorare; conservarea diversităţii genetice a speciei respective; suficientă flexibilitate în schema programului de ameliorare pentru a face posibile eventualele reorientări determinate de necesitatea incorporării de noi tehnologii (de exemplu, să permită folosirea la un moment dat a unor noi biotehnologii); desfăşurarea cu eficienţă economică a tuturor activităţilor din strategia de ameliorare astfel încât să fie posibilă recuperarea cheltuielilor în timp (prin comercializarea materialului de reproducere ori prin asigurarea unui beneficiu echivalent în plan social). Spre deosebire de ameliorarea multor plante de interes agricol, în cazul speciilor lemnoase forestiere, ca urmare a derulării adeseori a unui ciclu de ameliorare pe parcursul a câtorva ani sau chiar decade, programele de ameliorare sunt mai greu de derulat iar costurile acestora sunt mult mai mari. Organizarea şi prezentarea strategiei de ameliorare - Pentru a organiza şi prezenta o strategie pentru generaţii avansate de ameliorare trebuie conceput şi detaliat un plan specific. White et al. (2007) recomandă ca acest plan să conţină: justificarea programului de ameliorare; prezentarea setului general de obiective de ameliorare; prezentarea stadiului actual al cunoştinţelor în domeniul respectiv; explicitarea tuturor aspectelor privind derularea strategiei; prezentarea detaliată a strategiei pentru un întreg ciclu de ameliorare; argumentarea derulării strategiei pe termen lung pentru un anumit număr de cicluri de ameliorare; discutarea planului pentru conservarea resurselor genetice ale speciei; stabilirea priorităţilor de cercetare prin identificarea problemelor aferente acestui aspect Iată un plan succint de formulare a unei strategii de ameliorare, pe secţiuni (problematici): Secţiunea IIntroducere (date despre instituţia ca propune strategia): (a) Obiectivele generale ale instituţiei care propune strategia: produse realizate, piaţa de desfacere existentă, specii pentru care s-au realizat strategii de ameliorare în trecut etc.; (b) Obiectivele de ameliorare rezolvate de în trecut instituţia care propune strategia; (c) Prezentarea unei liste cu lucrările publicate în domeniu şi cu privire la principalele puncte din strategia de ameliorare care urmează a fi derulată Secţiunea a II-aStadiul actual al cunoştinţelor despre silvicultura, biologia şi genetica speciei în cauză : (a) Importanţa speciei şi comportarea ei în arealul natural şi în afara acestuia în raport cu condiţiile edafice şi climatice; (b) Producţia, productivitatea şi situaţia plantaţiilor la nivelul ţării; (c) Situaţia regenerărilor, a silviculturii şi exploatării speciei în diferite ţări; (d)Elementele cheie privind biologia speciei: sistematica (taxonomia şi hibrizii realizaţi cu specii înrudite), biologia reproducerii (înflorirea şi biologia polenizării, sistemul de împerechere, uşurinţa polenizării controlate, vârsta maturităţii sexuale şi producţia de seminţe), biologia propagării (capacitatea de lăstărire şi drajonare, capacitatea de înmulţire prin culturi in vitro), germinaţia seminţelor şi dezvoltarea puieţilor; (e) Cunoştinţele curente referitoare la genetica speciei, incluzând provenienţele şi variaţia geografică, estimări ale parametrilor genetici (e.g. heritabilităţi, corelaţii genotip x mediu, corelaţii age-age); (f) Prezentarea resurselor genetice descrise în arealul general al speciei, în ţări sau de organisme care au derulat programe genetice, înclusiv materalul genetic ameliorat produs prin aceste programe. Secţiunea a III-aIpoteze, premise şi constrângeri: (a) Regiunile edafoclimatice majore în care specia va fi plantată (soluri, clima, suprafaţa anuală prezumată de a fi reîmpădurită pentru fiecare regiune); (b) Date silviculturale pentru fiecare regiune edafoclimatică (pregătirea terenului, tratamente majore, durata rotaţiei); (c) Biologia înfloririi (vârsta la care se produce înflorirea şi cantitatea de flori utilă pentru înmulţire, dificultatea şi costul extragerii polenului, dificultăţile de realizare a polenizării controlate, estimarea numărului de polenizări controlate ce pot fi realizate într-un an şi costurile implicate, producţia de seminţe estimată din polenizări controlate etc.); (d) Tehnologia propagării pentru toate tipurile posibile de populaţii de producere a materialului genetic ameliorat (elaborarea planului logistic de înfiinţare şi gestionare a livezii semincere şi producţia de altoaie ori butaşi estimată); (e) Obiectivele de ameliorare, inclusiv trăsăturile ţintă, în ordinea importanţei lor, criteriile de selecţie etc.; (f) Protocoalele pentru testările genetice, inclusiv tehnicile de măsurare, etapele de selecţie a populaţiilor de referinţă pentru a fi folosite ca martor, planificarea măsurătorilor în aceste populaţii de referinţă etc.; (g) Posibilitatea utilizării hibrizilor şi sursele de infuzie de noi materiale de ameliorare încluzând germoplasmă neînrudită cu materialele iniţiale; (h) Alte consideraţii (orice constrângeri sau implicaţii cu impact asupra programului de ameliorare). Secţiunea a IV-aResurse genetice actuale şi programe de ameliorare anterioare Se vor descrie şi caracteriza toate resursele genetice forestiere care vor fi utilizate în derularea programului de ameliorare. De asemenea, se vor detalia rezultatele anterioare privind selecţii, culturi comparative existente, activităţi de ameliorare, existenţa şi situaţia livezilor semincere, a hibrizilor etc. Secţiunea a V-a- Prezentarea strategiei propriu-zise de ameliorare Reprezintă punctul central al planului de amelioare şi prezintă detaliile pentru un ciclu complet de ameliorare, cu justificări pentru fiecare activitate planificată: (a) Prezentarea populaţiei de bază (conturarea completă a fiecărei unităţi de ameliorare care va fi utilizată, a arborilor, clonelor sau alte materiale utile pentru selecţie în cadrul fiecărei unităţi de ameliorare); (b) Selectarea populaţiilor ( câte populaţii,metodologia de selectare şi sursele pentru orice material utilizat); (c) Prezentarea populaţiei de ameliorare şi a testelor, inclusiv marimea şi structura acestora, modalitatea de înmulţire, design-ul testelor (numărul de parcele unitare, mărimea acestora, blocurile, repetiţiile), programul de efectuare a măsurătorilor; (d) Prezentarea populaţiei de producere a materialului genetic ameliorat şi a planului de desfăşurare pentru varietăţile proiectate (de exemplu, livada seminceră sau plantaţia mamă de butaşi), cu structura genetică şi de teren detaliată; (e) Planul de infuzie de noi materiale pentru derularea generaţiilor avansate de ameliorare în vederea menţinerii unei baze genetice adecvate. Secţiunea a VI-a- Termene (cronologia) de implementare a strategiei de ameliorare Prezintă detaliat etapele programului de ameliorare, pe ani şi în cadrul fiecărui an, pentru fiecare activitate, pentru întregul ciclu de ameliorare. Această planificare este utilă nu numai pentru o eşalonare corectă a activităţilor, ci şi pentru cuantificarea resurselor necesare. Secţiunea a VII-a- Prezentarea acţiunilor viitoare (după primul ciclu de ameliorare) Este imperios a se prezenta strategia pe termen lung, şi nu doar pentru primul ciclu de ameliorare, din perspectiva: (a) Care va fi impactul unor noi biotehnologii previzibile şi cum vor fi acestea incorporate în strategia de ameliorare; (b) Este strategia suficient de flexibilă la schimbări posibile faţă de datele prezentate în secţiunea a II-a? (c) Este aplicabil şi în viitor planul discutat anterior privind conservarea genelor şi a resurselor genetice pentru specia respectivă ? Secţiunea a VIII-a Cerinţe pentru cercetări viitoare Această secţiune are menirea de a identifica şi propune priorităţi pentru proiecte de cercetare care ar trebui să contribuie la amplificarea câştigului genetic posibil în momentul formulării strategiei de ameliorare şi pentru eficientizarea programului de ameliorare. Se va evalua fiecare proiect de cercetare propus în legătură cu: (a) Probabilitatea de a fi propus şi acceptat un astfel de proiect; (b) Impactul asupra strategiei de ameliorare; (c) Timpul necesar de implementare a noilor biotehnologii sau aplicaţii ale acestor proiecte; (d) Costul proiectelor de cercetare propuse În concluzie, câştigul genetic pe termen lung se bazează pe utilizarea selecţiei recurente în programe bazate în special pe determinarea CGC. Aceasta deoarece doar efectele genetice aditive se transmit la înmulţirea sexuată. În cazurile de înmulţire prin clonare, descendenţii moştenesc atât efectele genelor determinate prin aditivitate, cât şi prin neaditivitate. 2. Managementul diversităţii genetice şi al consangvinizării Pentru a ilustra impactul ciclurilor multiple de ameliorare asupra diversităţii genetice, să considerăm că în fiecare generaţie de ameliorare cu familii full-sib este posibilă reducerea cu 50 % a numărului de familii neînrudite. Dacă programul începe cu 400 unităţi selectate (populaţia de bază), numărul maxim de familii full-sib neînrudite care pot fi create este de 200 (cazul în care doi părinţi sunt folosiţi pentru a crea o familie). După 5 cicluri de selecţie, numărul maxim de familii neînrudite se modifică astfel: 400→200→100→50→25 Dacă unele familii sunt eliminate prin selecţie în fiecare generaţie, atunci numărul maxim de familii neînrudite se reduce şi mai rapid. Acest exemplu ilustrează faptul că, în selecţia recurentă se poate ajunge la o anumită acumulare de exemplare care deţin un oarecare grad de înrudire. Reducerea diversităţii genetice ca urmare a creşterii gradului de înrudire este cuantificată ca o reducere a efectivului (Ne) populaţiei de ameliorare. Ca atare, chiar dacă o populaţie este menţinută la un efectiv N = 400 în fiecare ciclu de ameliorare, Ne se reduce treptat în fiecare ciclu. In concluzie, managementul consangvinizării este problema cheie în dezvoltarea şi implementarea orcărui program de ameliorare în generaţii avansate (cicluri de ameliorare). De aceea se impune: (a) Demararea programului cu populaţii de ameliorare mari; (b) Structurarea populaţiei de ameliorare în subpopulaţii (e.g. subpopulaţie elită, populaţie principală (subelită) de conservare a genofondului speciei), care sunt ameliorate cu rate diferite); (c) Utilizarea de indici de selecţie restrictivi care să limiteze numărul de selecţii făcute pentru o familie Totodată, efectele negative ale utilizării de descendenţi afectaţi de consangvinizare pot fi evitate în două moduri: (a) Dacă întregul pedigree (şi nu doar o parte a acestuia) este menţinut din toate încrucişările în populaţia de ameliorare, ceea ce asigură o bază largă de lucru pentru a se evita pe cât posibil, pe termen lung, folosirea de materiale înrudite; (b) Prin sibdividerea populaţiei de ameliorare în sublinii (subpopulaţii) distincte. În acest caz, consanvinizarea se manifestă în interiorul fiecărei sublinii, dar încrucişările pentru plantaţiile operaţionale sunt restricţionate între părinţi aparţinând la sublinii diferite, care fiind neînrudite generează descendenţi neconsangvini. De asemenea, se discută în prezent se fie utilizate chiar şi programe de ameliorare care se se bazeze pe generarea consangvinizării la nivelul subliniilor populaţiei de ameliorare, urmând ca materialul operaţional de plantare să rezulte în totalitate din împerecheri între genitori din sublinii diferite. O astfel de metodă presupune anumite riscuri, ca de exemplu: (a) Pierderea vigorii şi a fecundităţii la nivelul subliniilor, ceea ce ar genera dificultăţi în continuarea programului de ameliorare; (b) Se pot fixa alele cu efecte nefavorabile, respectiv pierzându-se alele dezirabile. 3. Mărimea şi structura populaţiei de ameliorare Determinarea mărimii şi structurii populaţiei de ameliorare este o problemă crucială în derularea unui astfel de program, înfluenţând decisiv câştigul genetic (valoarea de ameliorare). Din păcate determinarea acestor parametri ai populaţiei de ameliorare este afectată uneori şi de subiectivism care decurge din: (a) Inexistenţa posibilă a unor studii anterioare care să cuantifice parametri implicaţi în luarea deciziei, cum este eritabilitatea; (b) Dificultăţi determinate de arealul şi structura populaţiilor de bază de plecare în primul ciclu de ameliorare (a căror nivel de variabilitate este de multe ori necunoscut sau doar aproximat); Mărimea populaţiei de ameliorare: Notaţii: N = numărul total recenzat de exemplare selectate, reţinute în populaţia de ameliorare într-o generaţie de ameliorare; Ne = mărimea efectivă a populaţiei, reprezentând numărul teoretic de exemplare ce ar trebui selectate la un anumit nivel de înrudire considerat. Similar, în ultimul timp s-a introdus parametrul Ns, denumit starea numerică, fiind definit ca Ns = 0.5/f, în care f reprezintă media gradului de înrudire a părinţilor în populaţia de ameliorare. Starea numerică Ns este similară mărimi efective a populaţiei Ne în ceea ce priveşte cuantificarea pierderii de diversitate genetică ce se produce inevitabil în derularea programelor de ameliorare prin utilizarea de populaţii închise (= fără infuzii corespunzătoare de germoplasmă), deoarece Ns şi Ne au valori mai mici decât N Ne şi Ns pot fi interpretate ca ca efectivul unei populaţii neconsangvinizate în care toate exemplarele selecţionate sunt neînrudite. Astfel, dacă N = 300 şi Ns = 150, efectivul relativ este Ns/N = 0.5, rezultând că după analiza gradului de înrudire rămâne o populaţie de ameliorare cu efectivul redus la jumătate faţă de efectivul total recenzat iniţial. Recomandări privind efectivul populaţiei de ameliorare pe baza studiilor teoretice în domeniu Recomandările discutate pornesc de la următoarele ipoteze privind derularea programului de ameliorare: 1. Caractere ameliorate controlate de gene aditive (deci, fără dominanţă sau efecte epistatice); 2. Selecţie fenotipică în masă (deci, nu cazuri de selţşie de famili ori cu index de selecţie); 3. Un locus influenţează un caracter sau mai multe nelincate; 4. Sistem de imperechere balansat (prin funcţionarea panmixiei = imperechere liberă între toţi arbori recenzaţi); 5. Populaţie inchisă (fără infuzie de material nou după o generaţie de ameliorare); 6. Model identic de împerechere şi aceleaşi criterii de selecţie pentru toate generaţiile); 7. Selecţie pentru un singur caracter Exemplu: - Kang (1979): Cadrul de pornire: selecţe în masă pentru 100 loci nelincaţi, aditivi, cu h2 = 0,2; mărimea iniţială a populaţiei de ameliorare să asigure probabilitatea de 95% de fixare a alelelor dezirabile după un număr infinit de generaţii de ameliorare şi selecţie. Rezultă: (a) cele mai mari efective ale populaţiilor în cazurile în care trebuie să fie fixate alele rare utilizând indici de selecţie de valori mici; - (b) valori mici ale efectivelor populaţiilor de ameliorare în cazurile alelelor comune (frecvente) sau chiar pentru cele cu frecvenţă intermediară De exemplu: dacă q = 0.5 → Ne = 6 la 18); dacă q = 0.25 la 0.5 → Ne = 10 la 40; dacă q = 0.01 (alelă rară) → Ne = 300 la 1000 Propuneri pentru valor ale lui N (efectivul iniţial de arbori recenzaţi în populaţia de ameliorare (pentru populaţia de bază a unui program cu generaţii avansate de ameliorare) – după White et al., 2007 Sursa bibliografică Specia Programul de N ameliorare Eucalyptus globulus CELBI – Portugalia 300 Cotterill et al., 1989 Eucalyptus globulus APM – Australia 300 Cameron et al., 1989 Eucalyptus nitens Eucalyptus regnans Euclyptus grandis ARACRUZ – Brazilia 400 Camphinos şi Ikemori, 1989 Eucalyptus urophylla Picea abies Suedia 1000 Rosvall et al., 1998 Picea glauca Canda 450 Fowler, 1986 Picea mariana Canada 400 Fowler, 1987 Pinus banksiana SUA 400 Kang,1979 Canada 200 Klein, 1987 Pinis caribea Australia 250 Kanowski şi Nikles, 1989 Pinus elliottii CFGRP – SUA 900 White et al., 1993 CFGRP – SUA 360 White et al., 2003 WGFTIP- SUA 800 Lowe şi van Buijtenen, 1986 Pinus radiata STBA- Australia 300 White et al., 1999 FRI- Noua Zeelandă 350 Shelbourne et al., 1986 Pinus taeda NCSU- SUA 160 McKeand şi Bridgwater, WGFTIP- SUA 800 1998 Lowe şi van Buijtenen, 1986 Populus tremuloides Canada 150 Li, 1995 Pseudotsuga menziesii BC- Canada 350 Heanan, 1986 Salix spp. SLU- Suedia 200 Gullberg, 1993 Tsuga heterophylla SUA şi Canada 150 King şi Cartwright, 1995 Concluzie: Deşi în unele situaţii Ne pare a fi suficient la valori de 20 – 40, nu se recomandă astfel de valori ca urmare a faptului că în generaţii succesive de ameliorare se ajunge la consangvinizare ridicată. De aceea, în general, mărimea populaţiei pare a fi asiguratoare la valori de 300 – 400. Pentru alele rare sunt necesare efective mai mari ale populaţiei de ameliorare, de circa 1000 exemplare Structura populaţiei de ameliorare: Mulţi autori recomandă subdividerea populaţiei de ameliorare în două grupuri: 1. Nucleul elită al populaţiei: să cuprindă exemplarele cu cele mai valoroase caractere (să reprezinte circa 10 % din efectiv ( dacă N=300 →efectivul de 30 al nucleului elită); 2. Populaţia principală = restul populaţiei (90 %) din efectivul total Diferite modele de structură a populaţiei de ameliorare sunt sugerate în figura următoare: a. Exemplare elită şi populaţie principală b. Program de ameliorare cu populaţii multiple (de exemplu, trei subpopulaţii MP1, MP2 şi MP3 - de mărimi diferite) În exemplul anterior, cele trei subpopulaţii conţin şi exemplare comune c. Grupuri de ameliorare - GA (sublinii) de mărime egală Subliniile, caracterizate prin genofonduri proprii, au utilitate în evitarea consangvinizării la descendenţii amelioraţi genetic. Un număr mare de sublinii sunt necesare în programele de ameliorare care implică polenizare liberă prin vânt. De exemplu, în cele mai multe cazuri de livezi semincere se utilizează între 10 şi 30 de sublinii (grupuri de ameliorare), fiecare sublinie având între 20 şi 40 exemplare. PROGRAME DE AMELIORARE Programul de ameliorare stabileşte modul concret de obţinerere a materialului genetic ameliorat, presupunând: - stabilirea metodei sau a complexului de metode de ameliorare de aplicat; stabilirea etapelor de lucru şi a materialului experimental necesar, respectiv de produs Ca atare, programul de ameliorare include activităţile şi operaţiile concrete, în derularea lor logică, pentru obţinerea varietăţilor ameliorate genetic, care urmează a fi utilizate pentru lucrări de împăduriri şi reîmpăduriri în scopul creşterii valorii economice, adaptative şi/sau sociale a pădurilor. În acest context, programul de ameliorare redă tehnologiile genetice care vor fi utilizate pentru producerea varietăţii/varietăţilor ameliorate, fiind componenta de bază a derulării strategiei de ameliorare. Pornind de la vasta variabilitate deţinută de obicei de speciile lemnoase forestiere, un program de ameliorare urmăreşte schimbarea frecvenţei genelor la varietăţile ameliorate în favoarea celor dezirabile. Scopul şi structura programelor de ameliorare Ameliorarea arborilor se bazează pe aplicarea principiilor genetice în beneficiul producţiei de masă lemnoasă (cantitativ şi calitativ), sănătăţii pădurilor şi al sustenabilităţii plantaţiilor forestiere. Orice program de ameliorare ţinteşte să obţină varietăţi ameliorate într-o manieră profitabilă, prin maximizarea câştigului genetic pe unitatea de timp, cu costuri cât mai mici posibile. Programe genetice la scară mai mare au început să se deruleze din anii 1950, la diferite specii. In cele mai multe cazuri, aceste activităţi se desfăşoară în cadrul unor departamente speciale, de către geneticieni şi personal calificat. Un program de ameliorare poate fi elaborat de: - o instituţie specializată de stat sau privată; - o agenţie guvernamentală; - o cooperativă (cu participare publică şi privată) (astfel de cooperative funcţionează, de exemplu, în Australia, Noua Zeelandă, SUA etc.) Prima decizie care trebuie luată este de a alege specia sau speciile de utilizat în crearea plantaţiilor, în funcţie de condiţiile de mediu din arealul respectiv. Abia apoi se trece la elaborarea programului de ameliorare. Trăsăturile esenţiale ale unui program de ameliorare 1. Proiectarea clară a obiectivelor, capabilităţilor ( = resurselor disponibile) şi a cerinţelor de materiale forestiere de reproducere 2. Cunoaşterea în detaliu a silviculturii, biologiei şi geneticii speciei ţintă. De exemplu: a. Pentru silvicultura speciei, gama de condiţii staţionale şi de tipuri de pădure din zonele unde trebuie efectuate plantaţii şi diferitele tratamente culturale aplicabile; b. Pentru biologia speciei, cunoaşterea particularităţilor de reproducere şi a posibilităţilor de butăţire, altoire, de polenizare controlată etc.; c. Pentru genetica speciei, estimarea principalilor parametri genetici de importanţă în ameliorare: eritabilităţi, corelaţii genetice, interacţiunea genotip x mediu etc. 3. O strategie de ameliorare serioasă trebuie să prevadă implementarea pe termen scurt (5 ani) şi termen lung (15 ani) a programului de ameliorare. 4. Programul trebuie să fie bine coordonat de o persoană competentă, cu o echipă adecvată lucrărilor de efectuat, iar bugetul programului să fie stabil şi acoperitor. Un buget prea mare într-un an, dar prea mic în alt an nu asigură o derulare corespunzătoare a activităţilor planificate. 5. Să fie asigurată propagarea eficientă şi la o calitate ridicată a materialului de reproducere ameliorat, pentru a nu fi erodat câştigul genetic obţinut anterior. În funcţie de specificul biologic al speciei, propagarea în masă se poate produce prin puieţi, butaşi înrădăcinaţi sau puieţi produşi prin culturi in vitro. 6. Menţinerea unei baze genetice largi este o problemă esenţială în programele de ameliorare. În viitor pot apărea produse noi, modificări climatice sau chiar în sol, dăunători, tehnologii etc. care reclamă varietăţi diferite pentru câştiguri genetice mari. Flexibilitatea pentru toate aceste provocări-modificări viitoare depinde de mărimea bazei genetice disponibile. Acest aspect trebuie rezolvat în programul de ameliorare prin măsuri specifice de conservare a genelor. 7. Dacă este necesar, programul de ameliorare trebuie să fie susţinut prin proiecte de cercetare. Priorităţile de cercetare diferă de la program la program şi trebuie să includă atât cercetare fundamentală cât şi aplicativă, asociate cu ameliorarea arborilor. Ciclurile de înmulţire în programele de ameliorare Selecţia, împerecherea şi alte activităţi ale celor mai multe programe de ameliorare pot fi sumarizate în modelul conceptual denumit ciclu de înmulţire, ca parte a ciclului de ameliorare, conform schemei următoare: Activităţile centrale ale unui ciclu de inmulţire sunt: selecţia şi imperecherea. Ciclul este recurent, în sensul că următorul ciclu începe după ce cel anterior a fost finalizat. Numărul de ani între etapele de selcţie din două cicluri succesive poartă denumirea de ciclu sau intervalul dintre generaţiile de ameliorare. Selecţia asupra descendenţilor din prima generaţie de ameliorare este denumită selecţia generaţiei secunde. Populaţia de bază Populaţia de bază a unui anumit ciclu de ameliorare conţine toţi arborii utili care ar putea fi selectaţi. Populaţiile de bază mari pot conţine chiar câteva mii de arbori cu genotip distinct. La iniţierea unui program de ameliorare, populaţia de bază conţine arbori selectaţi din arborete naturale sau, posibil, din plantaţii din zona de împerechere. Zona de împerechere include setul de ecosisteme din arealul pentru care se va produce varietatea ameliorată genetic. Populaţia de bază a primului ciclu de ameliorare pentru specii exotice presupune adeseori selecţie în: 1. Arealul natural al speciei; 2. Rasele locale constituite în plantaţii existente în ţara în care se derulează programul de ameliorare; 3. Culturile comparative din ţara în care se derulează programul sau din alte ţări Populaţia selectată Fiecare ciclu al ciclului de împerechere începe cu selecţia exemplarelor din populaţia de bază. În cele mai multe cazuri, din populaţia de bază vor fi selectaţi, rezultând populaţia selectată, între 100 şi 1000 de arbori din zona de împerechere. În primul ciclu de ameliorare, arborii sunt selectaţi din populaţia de bază numai după caracterele lor fenotipice superioare aparente = selecţie în masă. Generaţiile avansate de populaţii de bază se constituie pe bază de pedigree, prin selecţia progeniturilor - candidat cu însuşiri superioare. În fiecare ciclu, populaţia selectată conţine adesea câteva sute de exemplare, ceea ce conduce la modificarea frecvenţei alelelor faţă de populaţia de bază. Populaţia de înmulţire De regulă, nu sunt incluşi în imperecheaţi toţi arborii din populaţia selectată. Cei care sunt utilizaţi efectiv pentru a fi împerecheaţi formează populaţia de înmulţire. Această regulă poate fi înţeleasă din următoarea perspectivă: din împerecherea între doi genitori rezultă şi descendenţi mai puţin valoroşi, care nu justifică a fi folosiţi în continuare la împerecheri în vederea obţinerii varietăţilor ameliorate. Dacă toţi arborii populaţiei selectate s-ar folosi ca genitori pentru a crea descendenţii pentru următoarea populaţie de bază (ciclul următor), atunci populaţia de înmulţire viitoare ar fi identică cu precedenta, ceea ce nu ar asigura progresul genetic. Populaţia de propagare Este populaţia care asigură multiplicarea varietăţii genetice ameliorate create în cadrul ciclului de ameliorare. Mai este denumită populaţie de difuzare. Un exemplu de populaţie de propagare este o livadă seminceră Infuzia în programul de ameliorare de material din populaţii externe Are rolul de a majora variabilitatea în populaţiile de bază avansate ale programului de ameliorare sau de a include în program arbori cu trăsături particulare. Exemple: 1. Efectuarea de noi selecţii în populaţii naturale şi/sau în plantaţii, pentru a lărgi baza de selecţie ( exemplu: pentru ameliorarea speciei Pinus taeda, în sud-estul SUA s-au selectat şi introdus în programul de ameliorare în derulare încă 3300 de arbori); 2. Efectuarea de noi selecţii pentru a creşte frecvenţa genelor favorabile pentru un caracter specific (exemplu: pentru Pinus elliottii, în sud-estul SUA au fost infuzaţi aproape 500 arbori neafectaţi de rugina veziculoasă Cronartium quecuum f.sp. fusiformae, pentru a creşte frecvenţa alelei rezistente în populaţia de împerechere); 3. Utilizarea de materiale selecţionate din alte zone de împerechere ale speciei respective (exemplu: selecţia pentru Pinus taeda de material din Carolina de Nord pentru a fi utilizat în programul de ameliorare derulat în Arkansas, de la circa 2000 Km distanţă); 4. Obţinerea de hibrizi intra- sau interspecifici şi infuzia acestora în populaţia de împerechere pentru a creşte diversitatea genetică (exemplu: programul de ameliorare din Africa de Sud pentru Eucalyptus grandis); 5. Obţinerea de materiale de infuzie de la alte organisme (instituţii) care derulează programe de ameliorare la specia respectivă (exemplu: schumburile de materiale de Eucalyptus grandis efectuate între diverse ţări care lucrează cu această specie). Testarea genetică Testele se fac adeseori în locaţii în diferite condiţii staţionale în pădure, dar se pot efectua testări şi în pepiniere, sere, camere de creştere etc. Testările urmăresc: a. Evaluarea calităţii genetice a materialului obţinut după un ciclu de ameliorare; b. Estimarea parametrilor genetici (eritabilităţi, corelaţii genetice, corelaţii între caractere, interacţiunea genotip x mediu); c. Obţinerea unei noi populaţii de bază din genotipuri superioare pentru a constitui un nou ciclu de ameliorare; d. Cuantificarea câştigului genetic obţinut prin programul de ameliorare, pe cicluri ale programului Câştigul genetic şi valoarea economică obţinută prin programul de ameliorare Efectul programului de ameliorare este denumit câştig genetic sau progres genetic şi se notează cu ∆G: (1) - în care: ∆GC = câştigul genetic la înmulţirea prin clonare; H2 = eritabilitatea în sens larg (dependentă de varianţa genetică totală; S = ў – µp : diferenţiala de selecţie (diferenţa dintre media în populaţia selectată - ў şi media în populaţia de bază parentală - µp; i = intensitatea de selecţie: i = S/ бP; бP = deviaţia (abaterea) fenotipică standard (rădăcina pătrată din varianţa fenotipică măsurată pentru caracterul respectiv) (2) - ∆GC = H2 S = i H2 бP , ∆GA = h2 S = i h2 бP , în care: ∆GA = câştigul genetic la înmulţirea sexuată; h2 = eritabilitatea în sens restrâns (dependentă de varianţa genetică de aditivitate) Câştigul genetic se evaluează în mod obişnuit pentru: - diferite stadii (cicluri ) ale programului de ameliorare; diferite populaţii ( de bază – BP, selectate – SP, respectiv de propagare - PP Există trei metode de estimare a câştigului genetic: 1. Câştigul preconizat, calculat cu formulele anterioare; 2. Câştigul realizat, obţinut prin compararea efectivă a valorii medii a caracterului în cauză la varietatea ameliorată cu media caracterului în populaţia de bază; 3. Câştigul simulat, obţinut prin simularea valorilor varietăţilor ameliorate sau neameliorate, ori cu grade diferite de ameliorare, pe modele rulate pe calculator. Modalităţi de împerechere pentru generaţiile avansate de ameliorare O problemă esenţială a programelor de ameliorare este aceea a reducerii ciclului de ameliorare. Se pot utiliza în acest sens două procedee: 1. Practicarea selecţiei timpurii (la vârste mici), în culturi comparative efectuate în pădure sau în condiţii artificiale de mediu (sere, camere de creştere etc.); 2. Inmulţirea accelerată: a. În arboretumuri în teren descoperit, prin stimularea formării rapide a coroanelor şi accelerarea creşterilor, astfel încât arborii să fructifice la vârste mici (tehnica include spaţiu mare –exemplu 5 x 5 m ori şi mai mult, fertilizare, irigare, mobilizarea solului); b. În arboretumuri în sere, cu efect de inflorire timpurie; c. Aplicarea de tratamente hormonale şi cu alte chimicale specifice pentru stimularea înfloririi d. Tratamente de stresare (secetă, temperaturi ridicate – fără a determina afectarea gravă a exemplarelor) e. Altoire (punerea în valoare a fenomenelor de ciclofizis, topofizis şi perifizis) Modalităţi de împerechere pentru crearea generaţiei viitoare: a. Unele programe de ameliorare utilizează metoda de împerechere prin polenizare liberă (open – pollinated designs); b. Alte programe se bazează pe generarea de familii full – sib şi variante complementare de împerechere pentru gestionarea populaţiei de ameliorare Metoda de împerechere prin polenizare liberă pentru gestionarea populaţiei de ameliorare 1. Familiile rezultate din polenizare liberă sunt plntate în culturi comparative pentru a forma populaţia de bază a generaţiei k; 2. În cultura comparativă se fac noi selecţii pentru a selecta cei mai buni arbori din cele mai bune familii; 3. Seminţele produse de arborii astfel selectaţi, prin polenizare liberă, sunt recoltate, din ele rezultând populaţia de bază a generaţiei k+1; 4. După aceste selecţii, unul sau mai multe din testele din generaţia k pot fi convertite în livezi semincere Exemplu: Ameliorarea speciei Eucalyptus grandis bazată pe polenizare liberă Metoda familiilor full – sib şi a variantelor complementare de împerechere pentru gestionarea populaţiei de ameliorare 1. 2. 3. 4. Ciclul presupune: Selecţie în populaţia generaţiei k şi împerecheri controlate rezultând familii full-sib; Aceste familii sunt plantate în culturi comparative care vor forma populaţia de bază a generaţiei k+1; Selecţia arborilor superiori din familiile valoroase, rezultând populaţia de împerechere a generaţiei k+1; Din aceste împerecheri va rezulta populaţia de bază a generaţiei k+2 Familiile full-sib sunt mai valoroase decât polenizarea liberă deoarece: a. Se poate realiza un control total de pedigree; b. Se obţine câştig genetic mai mare per ciclu de ameliorare; c. Se pot identifica familiile care au capacitate specifică de combinare (CSC) pozitivă; d. Se pot capta, de asemenea, efectele genetice aditive asociate cu CGC Metode complementare de design de împerechere: a. Împerechere în sistem balansat: arborii din populaţia de ameliorare sunt în acelaşi număr tot timpul, rezultând progenituri în număr egal b. Împerechere în sistem nebalansat: arborii din populaţia de ameliorare se împerechează în număr diferit, în diferite etape ale programului (de-a lungul ciclurilor succesive) Clonarea populaţiilor de bază Reprezintă o altă metodă de înmulţire, prin care se conservă genotipurile existente Concluzii generale privind analiza economică a programului de ameliorare: 1. Un cost redus al cheltuielilor de capital (uneori denumit rata de discount) adeseori măreşte eficienţa programului de ameliorare. Ameliorarea arborilor este o investiţie pe termen lung, iar beneficiile acesteia nu se obţin decât după mulţi ani. 2. Rata reală pozitivă a inflaţiei pentru lemnul comercializat sau pentru alte bunuri şi servicii măreşte valoarea economică a programului de ameliorare. 3. Programele de înfiinţare a plantaţiilor cu o rată mare de reîmpădurire (multe hectare plantate anual) sunt benefice pentru derularea programelor de ameliorare. 4. Creşterea câştigului genetic sau descreşterea costurilor programului de ameliorare contribuie împreună la eficientizarea acestor programe. 5. Ameliorarea arborilor este cea mai favorabilă investiţie pentru creşterea producţiei de masă lemnoasă. 6. Câştigul din ameliorarea arborilor este cumulativ de-a lungul generaţiior, ceea ce aduce o mai mare rentabilitate decât dacă s-ar reduce perioada de rotaţie (ciclu de producţie mai mic). 7. Intr-un ciclu de ameliorare, orice acţiune care se soldează cu câştig genetic la costuri reduse poate avea un efect economic uriaş Exemple de programe de ameliorare: A. Primul ciclu al programului de ameliorare pentru Pinus taeda în sudestul SUA 1. Scopul şi domeniul de aplicare este de a obţine varietăţi ameliorate pentru companiile forestiere şi proprietarii de pădure din 9 state din estul râului Mississippi, în sud-estul SUA. Acest mare program, care a demarat în anul 1950, este derulat de o cooperativă formată din 20 companii private şi agenţii ale statelor implicate, sub coordonarea North Carolina State University. Suprafaţa anuală de plantat în zona de ameliorare este de circa 350 ha 2. Populaţia de bază a primului ciclu este constituită din arborete naturale de P. taeda divizate în peste 30 de zone locale de împerechere. Fiecare din aceste zone include unul sau mai mulţi membrii ai cooperativei. 3. Populaţia selectată a primului ciclu conţine un număr variabil de arbori secţionaţi în zonele de împerechere. Selecţia în masă s-a făcut pentru exemplare cu fenotip superior care au manifestat: creşteri active, tulpini drepte, stare de sănătate bună şi caractere valoroase pentru ramuri şi coroane. În fiecare zonă de împerechere s-au selectat 25 la 35 arbori valoroşi. În total s-au selectat 1050 arbori. 4. Populaţia de propagare a primului ciclu include două categorii în fiecare zonă de împerechere: a. Livadă seminceră de clone instalată în anul 1960 prin altoire: fiecare participant în cooperativă a introdus în livada seminceră 25 la 35 variante selectate; b. Livadă seminceră clonală generaţia 1,5 instalată în anul 1970 cu clone top selectate în livada generaţia 1. Seminţele recoltate din aceste livezi semincere sunt produsul primului ciclu de ameliorare şi sunt utilizate pentru a produce puieţi pentru reîmpăduriri. 5. Imperecherea şi testarea în primul ciclu au preupus: polenizare controlată în model factorial incomplet (sistem tester), în care fiecare cooperator a împărţit cei circa 30 arbori selecţionaţi în două grupuri cu circa 5 arbori din care s-a recoltat polen, cu care au fost fecundaţi 25 arbori folosiţi ca genitori femeli. Au rezultat astfel 125 de familii per cooperator, care au fost introduse în 6 culturi comparative multistaţionale (câte două culturi comparative create la intervale de câte trei ani). În aceste culturi comparative s-au efectuat măsurători la vârsta de 4, 8 şi 12 ani, vârste care reprezintă 17%, 33% şi respectiv 50% din rotaţia stabilită = 24 ani). 6. Generaţia avansată de ameliorare este acum la al treilea ciclu. 7. Infuzia de noi materiale: s-au introdus peste 3000 de noi arbori selectaţi în populaţii neameliorate B. Figura 149 - Program de ameliorare a arborilor în SUA (Carolina de Nord) bazat pe producerea de varietăţi sintetice, cu practicarea selecţiei recurente şi constituirea de generaţii avansate de livezi semincere C. Fig.143 - Strategia şi etapele programului de ameliorare în vederea creării de varietăţi sintetice: S seminţe pentru împăduriri şi reîmpaduriri; B - butaşi, - var.mul. - varietăti multiclonale; A- arbori plus; Liv.sem.s.prov. - livadă seminceră din seminţe de provenienţe; A surse sem. - arborete surse de seminţe (după N a n s o n, 1986 - din Lucău – Dănilă et Lucău - Dănilă, 1998) D. METODE DE AMELIORARE A ARBORILOR 1.METODE CLASICE 1.1 - SELECŢIA fenotipică genotipică individuală în masă de provenienţe, de familii full-sib sau half-sib, de clone etc. Varietăţi create prin selecţie: - populaţionale - sintetice - clonale 1.2. MUTAGENEZA→ provocarea de mutaţii şi selecţia mutantelor valoroase 1.3 HIBRIDAREA→ crearea de varietăţi hibride 1.4. CONSANGVINIZAREA→ crearea de varietăţi linii pure fixate genetic ( foarte utile în domeniul ameliorării rezistenţei faţă de dăunători biotici) 2. METODE MODERNE ŞI ALE INGINERIEI GENETICE 2.1 Micropropagarea somatică in vitro→→ selecţia variaţiilor somaclonale 2.2 Androgeneza şi ginogeneza experimentală 2.3 Hibridarea parasexuată – fuzionarea de protoplaşti 2.4 Crearea de organisme transgenice – transferul interspecific al genelor 2. 5 Embriogeneza somatică ALEGEREA METODEI DE AMELIORARE = în funcţie de: - însuşirile biologice ale speciei: mod de reproducere, vârsta maturităţii sexuale, vechimea speciei ( nivelul de homeostazie genetică), forma şi mărimea arealului, plasticitatea adaptativă etc. obiectivele de ameliorare urmărite resursele materiale şi umane existente Nr. de caractere urmărite (de ameliorat) simultan? OBIECTIVELE AMELIORĂRII ARBORILOR: - cantitative (în legătură cu producţia de masă lemnoasă); - calitative; - creşterea rezistenţei faţă de factori biotici vătămători; - creşterea rezistenţei faţă de factori abiotici vătămători; - obiective speciale ( de exemplu: ameliorarea producţiei de fructe, obţinerea de cantităţi mai mari de substanţe tanante, vitamine etc.) AMELIORAREA PRIN SELECŢIE • - Selecţia fenotipică: selecţia arborilor superiori la aplicarea operaţiunilor culturale şi a tratamentelor arbori şi arborete surse identificate pentru recoltarea seminţelor rezervaţii de seminţe netestate livezi semincere netestate selecţia varietăţilor hibride şi clonale netestate SELECŢIA FENOTIPICĂ ÎN MASĂ Concepte generale şi aplicabilitate Selecţia fenotipică în masă se derulează după definirea populaţiei de bază pentru o anumită unitate de ameliorare; deci în populaţia de bază: toţi arborii din populaţia de bază sunt candidaţi potenţiali pentru selecţie, în vederea includerii în programul de ameliorare pentru a constitui populaţia de împerechere. Unii dintre arborii populaţiei selectate, sau toţi, vor fi ulterior folosiţi în două scopuri distincte: (1) Includerea în populaţia de propagare pentru a produce material utilizabil direct în lucrări de reîmpăduriri (= surse identificate, conf. legii 161/2004); (2) Includerea în populaţia de împerechere a programului de ameliorare Scopul ambelor utilizări este de a determina obţinerea de câştig genetic. Problemele care apar (se cer lămurite) în procesul de selecţie sunt de genul: (1) Care sunt şi câte caractere vor sta la baza selecţiei în masă ? (2) Ce accent se va pune pe fiecare caracter urmărit ? ... rezultă necesitatea ordonării lor ca importanţă; (3) Care este vârsta potrivită la care să se facă selecţia pentru caracterele ţintă ? (4) Câţi arbori vor fi încluşi în populaţia selectată ? (5) Care este metoda cea mai bună de selectare ? ... deci cum se cuantifică arborii după fiecare caracter urmărit; (6) Care este mărimea câştigului genetic aşteptat pentru fiecare caracter ? Principiu de bază de avut în vedere: selecţia nu crează noi gene, ci modifică frecvenţa lor în favoarea celor dezirabile, reţinând în populaţia selectată exemplare care deţin combinaţii superioare de alele. O anumită incertitudine determinată de practicarea selecţiei în masă: nu putem şti dacă exemplarele selectate îşi datorează fenotipul superior unei/unor combinaţii genotipice aparte. Procesul general al selecţiei fenotipice trebuie să se deruleze după următorul model: (1) Definirea pentru început a caracterelor de evaluat: se recomandă un număr maxim de 3-5 caractere de mare prioritate în ameliorare, care ar fi bine să manifeste eritabilitate ridicată; (2) Măsurarea caracterelor fenotipice la arbori din populaţia de bază. În prima generaţie se se fac măsurători la arbori candidat în populaţii naturale sau în plantaţii; în generaţiile avansate aceste măsurători se fac în culturi comparative de clone, sau în familii rezultate din polenizare liberă, half-sib ori full-sib (3) Analiza datelor. La selecţia în masă, această analiză se face doar pe baza măsurătorilor fenotipice individuale ale arborilor selectaţi, în timp ce în generaţiile avansate, în afară de măsurătorile fenotipice individuale se utilizează şi date din culturile comparative cu rol de testare. Se utilizează o metodă de lucru denumită BLUP (Best linear unbiased prediction = cea mai bună predicţie liniară imparţială), pe baza căreia se prognozează valoarea genetică a fiecărui arbore candidat. De exemplu, dacă se se face selecţia după volum a arborilor: se măsoară volumul a câte 10 arbori plus în 80 de arborete de vârste diferite = total 800 arbori. Volumul fiecărui arbore = ўi . Este necesară o corectare a acestei valori cu influenţele vârstei şi staţiunii (condiţiilor de mediu), rezultând: ŷi = f (vârstă, index staţiune = un ceficient de evaluare a efectului staţiunii), în care: ŷi = volumul preliminat al arborelui i în funcţie de vârstă şi indexul staţiunii (valoarea atribuită efectelor staţiunii). O modalitate mai eficientă de predicţie a valorii genetice a fiecărui arbore candidat este dată de relaţia: - âi = h2i (yi - µ), în care: âi este valoarea genetică prezumată pentru arborele i; h2i reprezintă eritabilitatea adecvată arborelui i (se poate modifica pentru arborii măsuraţi în staţiuni diferite); yi este valoarea măsurată pentru caracterul analizat la arborele i; µ este media valorii respective la arborii măsuraŃi în diferite condiŃii staŃionale Toate aceste calcule sunt efectuate cu un pachet informatic specific. (4) Calcularea indicelui de selecţie (criteriului de selecţie) pentru fiecare arbore. Dacă sunt 1000 de arbori candidaţi pentru selecţie şi la fiecare arbore se măsoară două caractere fenotipice → 2000 de valori genetice de prezumat. Pentru cele două caractere trebuie indicată importanţa fiecăruia, prin atribuirea unei valori relative – w (de exemplu = w2 = 0.5 pentru fiecare, dacă se consideră că sunt la fel de importante cele două caractere). Rezultă: Ii = w1 âi1 + w2 âi2 în care: Ii este indexul de selecţie pentru arborele i; w1 şi w2 sunt ponderile atribuite caracterelor măsurate la fiecare arbore; âi1 şi âi2 sunt valorile genetice prezumate pentru cele două caractere (5) Ordonarea şi selectarea arborilor candidat Arborii cu ceele mai mari valori genetice prezumate sunt identificaţi şi vor forma populaţia selectată. (6) Calcularea câştigului genetic aşteptat pentru fiecare caracter ∆GC = H2 S = i H2 бP , - ∆GC = câştigul genetic la înmulţirea prin clonare; H2 = eritabilitatea în sens larg (dependentă de varianţa genetică totală); S = ў – µp : diferenţiala de selecţie (diferenţa dintre media în populaţia selectată - ў şi media în populaţia de bază parentală - µp; i = intensitatea de selecţie: i = S/ бP; бP = deviaţia (abaterea) fenotipică standard (rădăcina pătrată din varianţa fenotipică măsurată pentru caracterul respectiv) ∆GA = h2 S = i h2 бP , - în care: în care: ∆GA = câştigul genetic la înmulţirea sexuată; h2 = eritabilitatea în sens restrâns (dependentă de varianţa genetică de aditivitate) (7) Etichetarea şi prezervarea tuturor arborilor selectaţi. Localizarea exactă a arborilor pe teren poate fi făcută şi cu un GPS Selecţia în masă în prima generaţie a programului de ameliorare Este denumită şi selecţie fenotipică. Zobel şi Talbert (1984) au propus următorii termeni: - Arbore candidat: oricare din arborii din populaţia de bază; - Arbore plus sau arbore selectat: cel care este inclus în populaţia selectată, având trăsături fenotipice superioare; - Arbore elită: arborele plus pentru care s-a dovedit valoarea genetică superioară Factori care influenţează câştigul genetic la selecţia în masă: 1. Intensitaea selecţiei a. b. 2. Cu cât este mai mare, cu atât câştigul genetic are valoare mai mare. Cu cât creşte numărul de caractere după care se face selecţia simultan, intensitatea selecţiei pentru fiecare caracter scade. De aceea, nu este eficientă ameliorarea simultană pentru mai mult de 3 la 5 caractere. Eritabilitatea. a. Amelioratorii pot exercita influenţe mai mari asupra intensităţii de selecţie decât a eritabilităţii. b. Câştigul genetic este direct proporţional cu mărimea eritabilităţii 3. Deviaţia (abaterea) standard. Influenţează, de asemenea, direct mărimea câştigului genetic. Selecţia în populaţii cu variabilitate mare este mai profitabilă decât în populaţii care tind spre uniformitate. SELECŢIA ÎN MASĂ INDIRECTĂ Are loc atunci când exemplarele sunt selectate după un anumit caracter (denumit caracter măsurat – y ) câştigul genetic de ameliorare este proiectat pentru un alt caracter (denumit caracter ţintă). Calcularea câştigului genetic se face în acest caz prin luarea în considerare a corelaţiei(rG, ty) dintre caracterul măsurat şi caracterul ţintă (t = de la engl. target trait): ∆GC,t = iy rG, ty Hy Ht σP,t şi ∆GA,t = iy rA, ty hy ht σP,t pentru selecŃia indirectă la înmulŃire prin clonare pentru selecŃia indirectă la înmulŃire sexuată Selecţia simultană pentru mai multe caractere Dacă se are în vedere ameliorarea simultană pentru două sau mai multe caractere, mai întâi trebuie definit parametrul cumulativ denumit obiectiv de ameliorare - Ti Ti = w1A1i + w2A2i +..... wm A2i în care: w1, w2, ...wm reprezintă ponderea economică (ori socială) dată fiecărui caracter (ponderile însumate = 1); A1i, A2i... A2i reprezintă valoarea genetică pentru fiecare caracter Variante de selecţie simultană pentru mai multe caractere: 1. Selecţia simultană prin sacrificare independentă (engl. independent culling) Presupune selecţia unui arborilor numai dacă aceştia depăşesc valoarea minimă stabilită pentru fiecare caracter urmărit în parte. În acest caz, un arbore excepţional pentru un anumit caracter nu va fi selectionat dacă nu este valoros pentru alt/alte caractere. Dificultatea metodei consistă în stabilirea corectă a valorii minime admisibile fiecărui caracter. Se recomandă să se facă o ierarhizare a caracterelor: pentru unele valorile standard minime să fie mai mari în raport cu altele. 2. Selecţie în tandem (= selecţie caracter după caracter) În fiecare ciclu al programului de ameliorare se fac selecţie pentru un anumit caracter, în ciclul următor pentru alt caracter. De exemplu, selecţia în tandem practicabilă la răşinoase în vederea obţinerii de biotipuri cu creştere activă (primul ciclu) şi număr redus de ramuri în verticil (ciclul următor) 3. Selecţia în două etape (two-stage selection) Este asemănătoare cu selecţia în tandem (caracter după caracter) în sensul că se aplică mai întâi pentru un caracter, apoi pentru altul, însă ambele caractere se slectează în acelaşi ciclu de imperechere şi testare, după modelul: 1. Selecţie timpurie (la vârste mici) pentru un caracter (de exemplu, după intensitatea de creştere) = primul stagiu de selecţie; 2. Ulterior, selecţie pentru un alt caracter (de exemplu, rezistenţa la un dăunător biotic ori densitatea lemnului etc.), efectuată asupra precedentului grup selecţionat = al doilea stagiu de selecţie Selecţia simultană (concomitentă) este posibilă atunci când caracterele sunt corelate. → necesitatea stabilirii de indici de selecţie separaţi, pentru fiecare caracter urmărit SELECŢIA GENOTIPICĂ: = selecţia pe baza informaţiilor din populaţii de evaluare (testare) Parametri genetici – statistici care se determină în populaţiile de evaluare: - valorile medii ale caracterelor şi însuşirilor; varianţa caracterelor şi însuşirilor cantitative şi calitative;componentele varianţei; abaterile standard;coeficienţii de variaţie; - eritabilitatea caracterelor; - corelaţii între diverse caractere; - interacţiunea genotip x mediu; - corelaţii juvenil – adult; - clasamentul unităţilor testate (populaţii, clone, varietăţi hibride etc.) *Selecţia concomitentă: = posibilă pentru caractere corelate (determinate de gene linkate sau pleiotrope) De exemplu, selecţia în tandem practicabilă la răşinoase în vederea obţinerii de biotipuri cu număr redus de ramuri în verticil şi creştere activă → necesitatea stabilirii de indici de selecţie separaţi, pentru fiecare caracter urmărit *Selecţia genealogică ( gr. genea= generaţie)→ selecţie de-a lungul generaţiilor înrudite → homozigotarea locilor genici → fixarea genelor Selecţia recurentă: Tipuri: a. Simplă = selecţia fenotipurilor valoroase şi încrucişarea ori multiplicarea vegetativă a acestora fără restricţii Modalitatea de desfăşurare a selecţiei recurente : I – obţinerea de informaţii; E – evaluarea şi selecţia celor mai bune genotipuri; P – incrucişarea celor mai bune genotipuri pentru generarea unui nou ciclu de selecţie; Xn – media caracterului în populaţia de evaluare n; Xn+1 – media populaţiei de evaluare în generaţia n+1; diferenţa între Xn şi Xn+1 redă câştigul genetic pentru ciclul respeciv de selecţie ( după K r e m e r, 1986 – din L u c ă u – D ă n i l ă et L u c ă u – D ă n i l ă, 1998 ). Schemă de aplicare a selecţiei recurente la Eucalyptus b. Selecţia recurentă bazată pe CGC (capacitatea generală de combinare a genitorilor) c. Selecţia recurentă bazată pe CSC (capacitatea specifică de combinare a genitorilor) d. Selecţia recurentă bazată pe CGC şi CSC Fiecare ciclu de derulare a selecţiei recurente simple implică: 1. Selecţia în masă a exemplarelor din populaţia de bază în generaţia k pentru a obţine populaţia selectată a generaţiei respective 2. Împerecherea randomizată a arborilor cu fenotip superior (fără control de pedigree), rezultând descendenţii care vor forma populaţia de bază a generaţiei k +1 Selecţia recurentă simplă se practică din ce în ce mai puţin în prezent, deoarece asigură un câştig genetic mai mic decât alte forme ale selecţiei recurente. - La aplicarea selecţiei recurente trebuie avut în vedere faptul că: Câştigul genetic rezultă din modificarea frecvenţei genelor în populaţia selectată faţă de populaţia de bază; Valoarea câştigului genetic depinde de variabilitatea genetică în populaţia de bază; De regulă, în primele cicluri de selecţie (aproximativ 10 cicluri) variabilitatea genetică a caracterelor selectate se schimbă puţin faţă de populaţia de bază şi câştigul genetic este similar de-a lungul ciclurilor de selecţie, dacă intensitatea selecţiei este constantă; Sunt necesare multe cicluri de selecţie (peste 50) pentru a se ajunge la un platou la care selecţia devine ineficientă ( ca urmare a fixării alelelor sau altor cauze posibile); Dacă se începe programul de selecţie cu o populaţie de bază mare şi se asigură apoi infuzia de material nou neînrudit cu cel iniţial, se măreşte numărul de cicluri de selecţie până să se atingă platoul de la care selecţia devine ineficientă; Marea majoritate a caracterelor populaţiei asociate cu trăsături necorelate cu cele selectate nu sunt afectate de programul de selecţie recurentă Selecţia recurentă pentru CGC (engl. GCA- General Combining Ability) În cazul acestui tip de selecţie se includ în viitorul ciclu de selecţie numai genitorii cu cele mai mari valori ale CGC sau descendenţii acestora. Se asigură astfel un câştig genetic mai mare decât în cazul anterior de practicare a selecţiei în masă, mai ales pentru caracterele cu eritabilitate mică. Ca atare, selecţia recurentă pentru CGC se bazează pe analize de pedigree rezultate din diverse scheme de înmulţire: - polenizare liberă sau utilizarea de amestec de polen (caz în care în cultura comparativă cu rol de testere se pot cuantifica numai înfluenţele materne); - sistem full-sib (se cuantifică atât influenţele materne cât şi cele paterne). Testele genetice recomandate sunt cele multistaţionale. Acestea prezintă avantaje faţă de selecţia în masă permisă de selecţia recurentă simplă: - Se determină parametri genetici specifici (h2, corelaţia genotip x mediu, corelaţii între caractere etc.); - Descendenţii plantaţi în cultura cu rol de testare servesc adeseori pentru constituirea generaţiei de bază viitoare în programul de ameliorare, prin selecţia celor mai bune exemplare din cele mai bune familii pentru generaţia viitoare. Metoda selecţiei recurente pentru ameliorarea hibrizilor interspecifici Se bazează pe următoarele aspecte: - hibrizii pot combina caractere dezirabile de la două sau mai multe specii prin aditivitate (denumită complementaritate sau hibrizi combinatoriali); hibridarea poate conduce la manifestarea fenomenului de heterozis ca efect al genelor cu acţiune neaditivă; hibrizii pot manifesta o mare homeostazie (stabilitate fenotipică); hibrizii pot dobândi o capacitate mai bună de adaptare la mediu sau adaptabilitate la condiţii noi de mediu, dincolo de siturile marginale parentale. Se pot folosi două tipuri de strategii: 1. Populţie de ameliorare multiplă: fiecare specie implicată iniţial în programul de ameliorare este menţinută ca o populaţie de ameliorare simplă pe parcursul mai multor cicluri de ameliorare, dar hibridizând fiecare generaţie pentru a produce hibrizi F1 2. Populaţie de ameliorare simplă: în care cele două specii se hibridează de la început, rezultând o singură populaţie hibridă, care este condusă în continuare prin recurenţă, ca o singură entitate. * Selecţia clonală AMELIORAREA PRIN SELECŢIE ŞI CREAREA VARIETĂŢILOR POPULAŢIONALE Programele de ameliorare propriu-zise necesită câţiva ani până la producerea seminţelor sau a altor materiale de reproducere utilizabile (de exemplu, butaşi). De asemenea, în prezent materialul genetic ameliorat este uneori insuficient faţă de necesarul în terenurile de împădurire şi reîmpădurire. În astfel de situaţii se recomandă recoltarea seminţelor din populaţii şi respectiv din arbori ai acestora selectaţi după criterii fenotipice. Materialul de reproducere astfel obţinut generează în zona de utilizare o combinaţie specifică de caractere denumită varietate populaţională. Dacă plantaţiile astfel înfiinţate ocupă suprafeţe semnificative, în zona implicată se obţine o rasă locală. Într-un astfel de arboret selectat, iniţial netestat, arborii superiori sunt menţinuţi iar cei cu fenotip inferior sunt eliminaţi, pentru a nu participa la împerechere. Cu toate acestea, contaminarea genetică se poate produce din arboretele învecinate neparcurse cu lucrări de selecţie fenotipică. Ideal ar fi ca şi în aceste arborete să se facă astfel de lucrări selective. Totodată, selecţia fenotipică duce la rărirea arboretului, condiţii în care afluxul sporit de lumină stimulează înflorirea şi fructificaţia. Această metodă de selecţie în masă este destul de utilizată în prezent atât pentru specii autohtone, cât mai ales pentru cele exotice, conducând la formarea unor rase locale. Arboretele valoroase sunt convertite la surse de seminţe prin selecţie fenotipică. Arboretele selectate trebuie să îndeplinească anumite caracteristici: (1) Să se găsească într-o zonă apropiată de locul de utilizare a seminţelor în culturile forestiere; (2) Să aibă o suprafaţă suficientă (de minimum 3 hectare), pentru a permite panmixia şi o bună polenizare, în care să rămână între 50 la 150 arbori cu fenotip superior la hectar, după înlăturarea arborilor cu fenotip inferior; (3) Coroanele să fie bine dezvoltate, pentru a produce seminţe în cantitate mare; (4) Arboretele să fie uşor accesibile; (5) Să fie situate la distanţă mare de arborete contaminatoare, dovedite a fi inferioare ca adaptare sau capacitate de bioacumulare; (6) Să aibă o compoziţie adecvată, pure sau cu pondere foarte mare a speciei urmărite Tăierile cu rol de selecţie efectuate urmăresc în principal două scopuri: a. Acumularea de câştig genetic; b. Stimularea dezvoltării coroanelor spre a produce seminţe în cantitate mare Câştigul genetic obţinut prin crearea varietăţilor populaţionale este mic, mai ales pentru caracterele cu eritabilitate mică. AMELIORAREA ARBORILOR PRIN CREAREA VARIETĂŢILOR SINTETICE: LIVEZI SEMINCERE Definiţie: Livezile semincere sunt colecţii de clone sau familii cu material selectat ori genetic ameliorat, înstalate în anumite condiţii staţionale şi conduse intensiv, în scopul producerii de seminţe cu însuşiri genetice superioare, în cantităţi mari, uşor recoltabile. Prin întâlnirea la fecundare în aceeaşi cultură a unor genitori superiori din diferite populaţii (provenienţe), seminţele rezultate înglobează combinaţii particulare de gene, generând varietatea sintetică. Livezile semincere constituie în prezent modalitatea comună de ameliorare şi propagare a seminţelor genetic ameliorate. În cele mai multe cazuri, polenizarea este liberă, anemocoră sau zoocoră. În livezile semincere se pot efectua însă şi polenizări controlate, pentru generaţii avansate de livezi semincere sau în alte programe de ameliorare. Sunt două tipuri majore de livezi semincere: Livezi semincere clonale, obţinute prin propagare vegetativă (butăşire, altoire sau chiar prin culturi de ţesuturi şi celule); b. Livezi semincere de descendenţe sexuate, obţinute din material rezultat prin polenizare liberă sau controlată (full-sib) a arborilor selectaţi. a. În anul 1960 a fost demarată o largă dezbatere privind avantajele şi dezavantajele fiecărui tip de livadă seminceră. Astfel: Livezile clonale: Avantaj: ca urmare a multiplicării vegetative preponderent prin altoire, fructifică de la vârste mici (altoaiele au vârstă stadială mare, determinând înflorirea după câţiva ani de la instalare). Dezavantaj: apare uneori fenomenul de dioicizare în primii ani de la declanşarea fenomenului de înflorire. Livezile de descendenţe sexuate: Avantaj: dacă livada este de familii full sib, se poate face selecţia plantelor valoroase după CGC şi CSC Dezavantaj: fructificaţiile se declanşază la vârste mari, în concordanţă cu specificul biologic al speciei respective Pe lângă funcţia primară de a produce seminţe cu însuşiri genetice superioare, livezile semincere asigură conservarea ex situ a resurselor genetice forestiere. LIVEZILE SEMINCERE CLONALE (LSC) Reprezintă cea mai frecventă modalitate de producere a seminţelor genetic ameliorate, în multe ţări (ca de exemplu în SUA, unde sunt circa 2000 ha instalate pentru Pinus taeda şi P. elliottii numai pentru zona de sud-est a SUA; aceste livezi produc seminţe care asigură instalarea anuală a 700 ha plantaţii = 90 % din suprafaţa anuală de reîmpădurire din zona respectivă). Avantajele LSC faţă de LSDS constau în: 1. Materialul vegetal din arborii selecţionaţi este uşor de obţinut şi de propagat prin altoire, butăşire sau culturi de ţesuturi; 2. Se grăbeşte procesul de înflorire şi fructificaţie; 3. Livada se foloseşte numai pentru producerea de seminţe genetic ameliorate, fără a funcţiona şi ca test, ca in cazul celor obţinute pe cale sexuată Arborii selectaţi în teren poartă denumirea de orteţi; descendenţii vegetativi ai acestora se numesc rameţi. Împreună formează o clonă. In mod obişnuit, o livadă seminceră cuprinde între 20 şi 60 de clone. Valoarea fenotipică a arborilor în livada seminceră nu prezintă importanţă, deoarece evaluarea acestora se face în culturi comparative. Design-ul genetic al livezilor semincere clonale: Trebuie să asigure câştig genetic maxim, dar şi menţinerea unui nivel ridicat de diversitate genetică. Prima generaţie de livadă seminceră trebuie să pornească de la un număr mare de clone (să zicem 60), ca urmare a lipsei de date din teste de evaluare. Prin selecţia celor mai bune clone (realizată în culturile cu rol de testare), în generaţiile avansate de LSC numărul clonelor scade. Livezile semincere rezultate din clone evaluate în prima generaţie de culturi comparative sunt denumite livezi testate sau livezi generaţia 1,5 ( generaţia 1,5 este prima generaţie de ameliorare, respectiv generaţia 2,5 este cea rezultată dacă livada rezultă prin testarea generaţiei secunde de selecţie anterior instalării livezii). În generaţiile avansate de livezi semincere se pot utiliza clone din diferite generaţii (părinţi din generaţia anterioară împreună cu descendenţi ai acestora). - Etapele tipice de constituire a LSC: Selecţia arborilor valoroşi în populaţia de bază (pentru generaţii avansate de LSC selecţia se face în culturile de testare, în care se identifică clonele candidat) ; Obţinerea materialului de înmulţire vegetativă (recoltarea altoaielor, a butaşilor etc.); Propagarea materialului vegetativ (altoirea, butăşirea etc.); Infiinţarea LSC cu plantele propagate vegetativ, după design-ul stabilit anterior (o anumită schemă de plantare randomizată, la o distanţă corespunzătoare pe rând şi între rânduri, între 20 – 60 clone, respectiv între 50 şi 100 rameţi pe clonă); - Conducerea intensivă a livezii (lucrări specifice), recoltarea şi difuzarea seminţelor genetic ameliorate; Datele din culturile comparative instalate şi urmărite în paralel sunt utilizate pentru predicţia valorii de ameliorare şi pentru selecţia clonelor valoroase, în vederea constituirii generaţiilor avansate de LSC LIVEZI SEMINCERE DE DESCENDENŢE SEXUATE (LSDS) Se instalează fie cu puieţi rezultaţi din sămânţă produsă prin polenizare liberă (open – pollinated), fie din sămânţă rezultată din polenizare controlată (full-sib). LSDS sunt preferate faţă de LSC atunci când: 1. Specia în cauză atinge maturitatea sexuală la vârste mici şi/sau propagarea vegetativă este dificilă (cazul duglasului verde); 2. Materialul vegetativ recoltat pentru clonare este neutilizabil (de exemplu, la o specie exotică este mai uşor de obţinut plante pentru a înfiinţa o livadă seminceră prin import de seminţe, decât prin procurare de altoaie, care se conservă mai greu); 3. Când livada seminceră combină obiectivul producerii de seminţe genetic ameliorate cu cel de cultură comparativă cu rol de testare) (de exemplu, cazul Eucalyptus grandis în programul de ameliorare derulat în Florida). - Etapele succesive de constituire şi conducere a LSDS: Selecţia arborilor în populaţia de bază (la fel ca în cazul LSC); Se recolteză din aceşti arbori seminţele rezultate din polenizare liberă sau din polenizare controlată. Rezultă familii. Se recomandă utilizarea între 50 şi 300 familii, cu 15-50 puieţi / familie; Deşi LSDS pot funcţiona şi ca teste până la primele fructificaţii, se recomandă totuşi instalarea de culturi comparative multistaţionale, care permit evaluarea interacţiunii familii x mediu. In aceste culturi comparative se evaluează parametri genetici şi se stabilesc - performanţele familiilor, date care servesc la derularea ciclurilor succesive de ameliorare şi selecţie. Aceste culturi comparative multistaţionale pot fi convertite ulterior în livezi semincere. Schema de plantare în culturile comparative cu rol de testare este iniţial ca în plantaţiile operaţionale (de producţie); La un moment dat, unul sau mai multe teste sunt convertite în LSDS, prin selecţia familiilor şi a exemplarelor valoroase, extrăgându-se cele cu performanţe inferioare Contaminarea cu polen străin a livezilor semincere Contaminarea cu polen a livezii semincere = influxul de polen din afara livezii, reducând câştigul genetic ca urmare a participării la fecundare a unor părinţi neamelioraţi. Evaluarea gradului de contaminare se poate face prin mai multe metode. Cea mai bună evaluare se face prin analize de markeri genetici: analize de paternitate care compară genotipul seminţelor produse în livadă, determinând fracţia celor care nu au fost fertilizate de arbori din livadă. Această informaţie, alături de determinarea frecvenţei alelelor în populaţia din jurul livezii, permite estimarea procentului de polen migrat în livadă – m. Dacă m = 50 %, se reduce câştigul genetic în livada seminceră cu 25 % (când populaţia din afara livezii este neameliorată). Măsuri de prevenire a contaminării cu polen străin: - În trecut s-a recomandat ca în jurul livezii să se constituie o zonă de diluţie de aproximativ 150 m în care să nu fie exemplare din specia / speciile din livadă; - În prezent se consideră insuficientă o astfel de izolare, recomandându-se la conifere o bandă de izolare de 500 la 1000 m. - Mărimea benzii de izolare depinde de specie şi de agentul care asigură polenizarea. De exemplu, la speciile polenizate de albine, distanţa de zbor a acestora este în medie de până la 3 km O soluţie recomandată în ultimul timp = plantarea în arboretele din vecinătatea livezii a puieţilor rezultaţi din sămânţă produsă în livadă, tehnologie cunoscută sub denumirea de zonă cu polen îmbogăţit. SELECŢIA ASISTATĂ DE MARKERI GENETICI (MAS = Marker – Assested Selection) Trasăturile de mare interes in ameliorare sunt în principal: - creşterea în volum; - ameliorarea proprietăţilor lemnului; - ameliorarea rezistenţei la boli şi dăunători biotici sau abiotici. Selecţia indirectă pe baza QTL Un tip de astfel de markeri, cu aplicabilitate la selecţia indirectă, sunt cei denumiţi QTL (engl. Quantitative Trait Loci). Procedeul constă în analiza pedigree –ului pentru a identifica asocierea (linkage-ul) între markeri moleculari şi QTL. În acest mod, selecţia arborilor după aceşti markeri moleculari conduce la creşterea frecvenţei alelelor implicate în QTL EXEMPLE: Modul de stabilire a legăturii dintre o genă – marker cu două alele (M1 şi M2) şi un locus genic responsabil pentru o caracteristică cantitativă, momentul formării mugurilor, cu cele două alele QTL1 şi QTL2. Primul genitor parental prezintă înmugurire timpurie şi este homozigot pentru alelele M1 şi respectiv QTL1, iar al doilea genitor parental manifestă înmugurire târzie şi este homozigot pentru alelele M2 şi respectiv QTL2. Descendenţa dintre aceştia este dublu heterozigotă (QTL1/QTL2, respectiv M1/M2). În acest exemplu se presupune că momentul formării mugurilor este o caracteristică cantitativă (după E r i k s s o n et E k b e r g, 2001) Selecţia asistată de markeri genetici pe baza QTL este o formă de selcţie indirectă, deoarece caracterul cantitativ urmărit spre a fi ameliorat (denumit carácter ţintă) se identifică la arbori valoroşi prin intermediul analizelor genetice moleculare. În figura următoare se poate observa modalitatea de aplicare a selecţiei indirecte cu markeri în linkage cu QTL, prin utilizare de SNP-uri (SNP = single nucleotide polymorphisms). În exemplul dat se observă că alelele marker A1 şi B1 la arborele 2 nu conduc la un fenotip cu dimensiuni mari. Selecţia directă pe baza genelor codificatoare de caractere ţintă O altă modalitate de ameliorare prin aplicarea MAS constă în selecţia directă pentru gene codificatoare de caractere valoroase. În astfel de cazuri, prin markerii genetici se identifică cauzele directe ale polimorfismului genetic care afectează trăsăturile ţintă. De exemplu: 1. existenţa unei combinaţii valoroase de nucleotide = QTN - Quantitative Trait Nucleotide; 2. mutaţii valoroase determinate de inserţii, deleţii etc.) MAS prezintă o eficientă aplicabilitate pentru selecţia în două etape (two - stage selection). Astfel, intr-o primă etapă exemplarele valoroase sunt identificate la vârste mici prin analiza de markeri genetici asociaţi cu caractere cantitative. În a doua etapă se selectează exemplarele valoroase la vârste mari, pe baza comportării lor în culturi comparative. Un exemplu de selecţie directă prin identificarea genelor valoroase 2 şi 3 este redat în figura următoare: AMELIORAREA ARBORILOR PRIN MUTAGENEZĂ Inducerea mutaţiilor prin folosirea unor agenţi mutageni fizici sau chimici, urmată de selecţia mutantelor valoroase = o metodă de ameliorare Mutaţiile - definiţie: modificări în structura şi funcţiile materialului genetic care nu sunt determinate prin recombinări genetice Clasificare: -genice, cromozomale (restructurări cromozomale) sau genomice; - nucleare sau citoplasmatice; - germinale sau somatice; - morfologice – anatomice şi fiziologice – metabolice; - dăunătoare (uneori chiar letale), utile sau neutre din punct de vedere selectiv CERCETĂRI ÎN ZONA CATASTROFEI DELA CERNOBÎL→ anormalităţi de creştere la puieţii obţinuţi din sămânţă produsă de arbori de mesteacăn, stejar pedunculat şi pin silvestru din zona afectată, precum şi ale lemnului şi canalelor rezinifere (la pinul silvestru), ca şi modificări la nivel cariotipic şi în desfăşurarea diviziunii mitotice Gy = gray = 1 J/Kg Programele de ameliorare a arborilor prin mutageneză = bazate preponderent pe provocarea mutaţiilor genomice, mai rar a celor genice sau cromozomale Exemplu de utilizare a agenţilor mutageni fizici: In ţara noastră, la duglasul verde (C o r n e a n u et. al., 1996) = prin iradierea cu diferite doze de raze X a seminţelor provenind din 14 populaţii originare de pe litoralul Pacific al Americii de Nord →: - mutante (radiomorfoze?) caracterizate prin ritm înalt de creştere, cu distanţe mari între verticile faţă de probele martor(neiradiate) - puieţi de tip laxa (cu macroblaste); - distanţe foarte mici între verticile - puieţi de tip densa = creşteri mici; - apariţia unor forme cu ace foarte lungi sau cu modificări clorofiliene Poliploidia poate fi indusă prin folosirea unor agenţi mutageni chimici, cum sunt colchicina (alcaloid extras din Colchicum autumnale) şi pedofilina (obţinută din Podophyllum peltatum) La arbori, primii poliploizi artificiali (triploizi) au fost obţinuţi la pinul silvestru, în anul 1939, prin metoda colchicinizării Metode de inducere a poliploidiei: - înmuierea seminţelor înainte de germinaţie în soluţie de colchicină în concentraţie de 0,1 - 0,4 %, maximum până la 1,25 - 1,5 %; - tratarea seminţelor cu colchicină în perioada de germinaţie; - aplicarea unei picături de colchicină - agar între cotiledoanele plantulei în primele zile de la răsărire (agarul reprezintă doar suportul ce se va îmbiba cu colchicină, permiţând astfel contactul între alcaloid şi plantulă). Timpul de tratament este în funcţie de: - specie; - de gradul de poliploidie dorit a se obţine Evidenţierea stării poliploide: - prin analize cariotipice; - după fenotip (mărimea şi forma frunzelor, mărimea stomatelor, a grăunciorilor de polen, lungimea internodurilor etc) = metodă empirică; nu poate oferi informaţii despre gradul de poliploidie realizat Răsinoasele reacţionează, în general, mai greu decât foioasele la poliploidie: - revin adeseori la starea diploidă ( =genom mai stabil); - cazuri frecvente de nanism ( se cunosc şi excepţii; exemplu: ovul normal de Larix decidua (n cromozomi) fecundat de către un gamet diploid (2n cromozomi) de Larix occidentalis→ triploid cu creşteri active) Exemple de ameliorare a performanţelor de creştere la foioase:prin popliploidizare *Triploid de Populus tremula (2n= 57), testat în cultură alături de exemplare normale, diploide (2n=38). La vârsta de 9 ani, media triploizilor a fost superioară faţă de a diploizilor cu 14 % pt. creşterea în înălţime şi cu 60% pt. creşterea în volum. După ultima răritură, triploizi manifestau suprioritate cu 24% pentru creşterea în inălţime şi cu 86% pentru creşterea în volum *Tetraplozi de Populus tremula (2n=4x=76) x (2n=2x=38) → triploizi (2n=3x=57) diploizi de Populus tremuloides→ descendenţi rezistenţi la atacul de Valsa nivea (sensibilitate la atac manifestă Populus tremuloides) La angiosperme, s-a constatat că încrucişarea de producere a triploizilor reuşeşte mai bine când raportul cromozomic endosperm - embrion este de 4/3, ceea ce corespunde împerecherii între un genitor femel diploid cu un genitor mascul tetraploid (dacă părintele femel ar fi tetraploid şi cel mascul diploid, raportul cromozomic endosperm - embrion ar fi de 5/3). • În Croaţia → testare în cultură comparativă pentru : - Salix x sitchensis = S. alba x S. fragilis x S.caprea (triploid); S. alba x S. x sitchensis ( clonă triploidă); S. alba ( clonă tetraploidă) → rata cea mai mare de creştere în diametru pentru tetraploidul Salix alba, recomandat petru crearea de culturi cu ciclu scurt de producţie( 5-6 ani) In zona rivieră a Donului au fost identificate exemplare mixoploide de Populus x canescens = P. alba var. nivea x P. tremula, cu celulele în marea lor majoritate triploide, cu toleranţă mare faţă de solurile sărace AMELIORAREA ARBORILOR PRIN HIBRIDARE CADRUL GENERAL ŞI PROBLEMATICA CREĂRII VARIETĂŢILOR HIBRIDE Hibridarea constituie o metodă tradiţională de ameliorare a arborilor De interes deosebit în programele de ameliorare a arborilor sunt hibridările provocate (artificiale) SE URMĂREŞTE ameliorarea unor însuşiri ale arborilor: productologice, calitative (inclusiv de reproducere) sau adaptative Metodele de hibridare sunt accesibile → aplicabilitate În schimb, practicarea metodei de ameliorare prin hibridare presupune cunoştinţe de amănunt legate de biologia speciei (speciilor) implicate, între care: - vârsta maturităţii sexuale; - tipul de sexualizare; - morfologia mugurilor floriferi; Muguri floriferi la Ulmus sp. - structura florilor; Flori la specia Ulmus thomasii (areal în Am. de Nord) -fenologia înfloririi, inclusiv derularea fenofazelor antezei; Exemplu din lucrarea: Genetic, morphological, ecological and phenological differentiation between Quercus petraea and Q. robur in a mixd stand of northwest of France (R. Bacilieri, A. Ducousso and A. Kremer) - caracterele fructelor şi semintelor, fazele de dezvoltare, ciclul de maturaţie etc; - dăunătorii biotici şi abiotici care afectează florile, fructele şi seminţele, inclusiv măsurile de combatere a acestora; - cunoaşterea hibridărilor interspecifice posibile ş.a. EFECTELE GENETICE ALE HIBRIDĂRII: - realizarea de noi combinaţii de gene la hibrizi→heterozis; - captarea unor gene valoroase de la unul din părinţi ( uneori, acest lucru se poate solda cu câştig genetic semnificativ doar dacă se fac încrucişări repetate ale hibrizilor din F1 cu părintele de la care se urmăreşte captarea caracterului dorit, metodă cunoscută sub denumirile back-cross, retroîncrucişare, introgresiune sau hibridare regresivă). FACTORI/ CAUZE CARE LIMITEAZĂ UTILIZAREA PE SCARĂ LARGĂ A HIBRIDĂRII CA MET. DE AMELIORARE: 1.La arbori, adeseori florile sunt greu accesibile 2.Intervalul de timp disponibil pentru realizarea polenizărilor controlate este destul de mic Ori, în medie, se consideră că un operator ar putea: - să instaleze circa 100 saci de polenizare / zi; - să polenizeze circa 150 saci / zi; - să degajeze şi să eticheteze circa 100 de ramuri/zi 3. Consumul apreciabil de manoperă, care ridică destul de mult preţul de cost al materialului de împădurire sau reîmpădurire astfel produs 4. Necunoaşterea spectrului de reacţie al hibrizilor→necesitatea testării descendenţilor hibrizi, care poate presupune timp de până la chiar zeci de ani 5. La hibrizii interspecifici → adeseori sterilitate sau semisterilitate în F1... 6. Pericolul bastardizării populaţiilor naturale METODE ŞI TEHNICI DE HIBRIDARE A ARBORILOR Ameliorarea arborilor prin hibridare presupune parcurgerea mai multor ETAPE : 1. Selecţia genitorilor în funcţie de obiectivele de ameliorare şi variabilitatea existentă pentru caracterele urmărite; 2. Hibridarea (împerecherea) propriu – zisă; 3. Instalarea culturilor comparative de hibrizi (testul de pepinieră şi apoi cultura comparativă propriu - zisă) 4. Selecţia hibrizilor valoroşi şi constituirea populaţiei de producere pe scară largă a varietăţilor hibride; Metodele de hibridare: A. După gradul de înrudire al genitorilor: - hibridare apropiată, care include hibridările intraspecifice între rase, forme, varietăţi sau biotipuri; - hibridare îndepărtată, care se realizează la nivel interspecific (mai întâi trebuie determinată compatibilitatea de interfecundare între speciile implicate; se poate face: i. prin testarea efectivă a compatbilităţii de împerechere; ii. prin antecedente de hibridare realizate în alte programe de ameliorare; iii. prin observaţii privind existenţa/absenţa hibridărilor spontane ) B. După modul de polenizare a plantelor – mamă: - hibridarea liberă; - hibridarea semiliberă (se realizează prin izolarea florilor genitorului femel şi imprăştierea polenului în sacul sau cortul de izolare); - hibridarea forţată ( = izolarea florilor femele+ folosirea de perii/pensule de polenizare) C. După numărul şi natura genitorilor, precum şi în funcţie de schema de încrucişare adoptată: • Hibridare simplă( A x B) • Hibridare dublă: (A x B) x (C x D) • . Hibridarea repetată (retroîncrucişare sau back-cross). În acest caz, hibridul F1 se împerechează cu unul din părinţi, denumit genitor recurent A x B = AB; AB x A = (AB) A; (AB) A x A = (AB)A' ş.a.m.d. * Hibridarea reciprocă. Constă în utilizarea a doi genitori ca forme materne şi paterne, situaţie posibilă la arborii bisexuaţi şi la cei unisexuaţi - monoici: A ♀ x B ♂ = AB şi B ♀ x A ♂ = BA * Hibridarea ciclică (top-cross). Constă din încrucişarea unui genitor (denumit tester sau analizator) cu alte organisme parentale: A x B; A x C; A x D; A x E * Hibridarea dilaelă Sistemul dialel complet (8 x 8) utilizat de Pârnuta (2001) la încrucisarea a 4 arbori de molid cu coroana normala (N...) cu 4 arbori de molid pendula (P...) Genitori ♂ Genitori P1 P7 P66 P67 N39 N40 N41 N42 ♀ P1 - x x x x x x x P7 x - x x x x x x P66 x x - x x x x x P67 x x x - x x x x N39 x x x x x x x N40 x x x x x x x N41 x x x x x x x N42 x x x x x x x x - încrucisari efectuate Numarul combinatiilor posibile în cazul unui test dialel complet fara autofecundare este dat de relatia n(n-1), în care n este numarul genitorilor. Pentru exemplu de mai sus rezulta 8 x 7 = 56 combinatii. • Hibridarea în masă (poly-cross) TEHNICA DE HIBRIDARE CONTROLATĂ (SEMILIBERĂ SAU FORŢATĂ) LA ARBORI: a) Izolarea florilor femele (se face inainte cu 1-2 săptămâni de perioada de fecundare preconizată) CUM SE FACE?De obicei se folosesc pungi (saci) de izolare b) Castrarea florilor mascule Program american de hibridare la Castanea dentata între exemplare rezistente şi sensibile la endotioză c) Recoltarea polenului (se face înainte cu câteva zile de perioada de utilizare; → curăţire de impurităţi, zvântare, păstrare la 2-4 grade, 25-50% umiditate, în flacoane astupate cu vată) Pollen was harvested from this American chestnut graft in Joe Schibig's orchard in Sumner County, TN and was used to pollinate a TACF mother tree at Meadowview VA d) Polenizarea: de regulă → 3 reprize: prima cu 1-2 zile înainte de perioada de receptivitate preconizată, a 2-a în ziua considerată de maximă receptivitate, a 3-a după 1-2 zile e) Scoaterea sau ruperea pungilor de izolare EXEMPLE DE AMELIORARE A ARBORILOR PRIN HIBRIDARE: Preocupările privind ameliorarea arborior forestieri prin hibridare au cunoscut pe plan mondial o amploare deosebită. Începând încă din anii 1909 şi 1910, Helge Ness, la Staţiunea experimentală din Texas (SUA), a obţinut hibrizi de Quercus virginiana x Quercus lyrata (W r i g h t, 1965), iar în anul 1920, la Placerville – California (SUA), în cadrul Institutului de Genetică Forestieră, au fost obţinuţi primii hibrizi de pini. În afară de SUA, numeroase programe de ameliorare prin hibridare la diverse specii au fost puse în lucru în Australia, Noua Zeelandă, Africa de Sud, Canada, Coreea de Sud, Japonia, Suedia, Olanda, Rusia, Germania, Austria, Danemarca, Croaţia, Iugoslavia, Ucraina, Italia, România ş.a. Hibridările efectuate au urmărit ameliorarea unui număr mare de specii, îndeosebi din genurile Pinus, Picea, Quercus, Abies, Araucaria, Populus, Salix, Castanea, Eucalyptus, Betula ş.a. Hybrid between Pinus elliottii and Pinus palustris in a test plantation at Olustee, Florida. The tree was photographed at the beginning of the ninth growing season, its height being 7 meters, and the d.b.h. 13.5 centimeters. - Courtesy, U.S. Forest Service Fără îndoială însă, că cele mai multe hibridări s-au realizat până în prezent între speciile genului Pinus. Astfel, conform estimărilor făcute de Critchfield (1975), în ultimii 75 de ani au fost obţinuţi 95 hibrizi interspecifici, totalizând circa 4 500 combinaţii realizate între 95-100 de specii din totalul de 105 existente în flora actuală (M a n, 1996). Obiectivele generale urmărite prin programele de hibridare, la pini, au constat în obţinerea efectului de heterozis sau captarea unor gene valoroase. Lucrările de hibridare la pini au debutat în ţara noastră în anul 1954. Până în anul 1956 au fost obţinute 26 combinaţii hibridogene între P. sylvestris (componentă maternă) şi P. nigra, P. contorta, P. murrayana, P. banksiana, P. ponderosa şi P. jeffreyi (componente paterne). În general, rezultatele hibridărilor din această perioadă nu au fost suficient de concludene. Ulterior, s-au întreprins noi experimentări, demne de consemnat fiind cele din programul instituit în anul 1978 şi condus de I. Blada, în cadrul Institutului de Cercetări şi Amenajări Silvice – I.C.A.S., având ca obiectiv ameliorarea rezistenţei la Cronartium ribicola. Pe lângă faptul că prin acest program s-au obţinut rezultate bune în privinţa ameliorării rezistenţei pinilor cu 5 ace faţă de dăunătorul amintit, s-au realizat şi combinaţii hibridogene cu heterozis somatic şi, totodată, s-au produs, în premieră, hibridări între P. cembra şi P. griffithii, respectiv P. cembra şi P. monticola. Polenizările controlate efectuate la pini în ultimele 5 decenii, în ţara noastră, s-au soldat cu obţinerea a 27 hibrizi interspecifici şi a 6 hibrizi intraspecifici, cu un total de 58 combinaţii (tabelul 80). La genul Picea, capacitatea de hibridare interspecifică a fost testată în experimente realizate în SUA, Suedia, Germania, în ţările din fosta URSS şi fosta Iugoslavie ş.a. Din aceste experimente s-a tras concluzia că posibilităţile de hibridare depind de gradul de înrudire morfologică şi proximitatea ariilor naturale. Din cele circa 70 de încrucişări interspecifice încercate, numai 16 au prezentat o reuşită netă, 42 au eşuat, iar 12 au dat rezultate nesigure. ● Ameliorarea pinilor cu cinci ace pentru inducerea rezistenţei la Cronarţium ribicola Hibrizi de pini obţinuţi şi testaţi în România (după M a n, 1996) Nr. Denumirea Nr. total de combinaţii crt. Seria de culturi 1969 1970 1975 1990 Hibrizi interspecifici 1 P. monticola x P. strobus 3 1 2 P. griffithii x P. strobus 3 3 P. strobus x P. griffithii 2 1 1 4 P. strobus x P. flexilis 1 5 P. strobus x P. peuce 1 6 P. sylvestris x P. banksiana 1 7 P. sylvestris x P. contorta 1 8 P. sylvestris x P. contorta 1 var.latifolia 9 P. sylvestris x P. mugo var. 1 uncinata 10 P. sylvestris x P. nigra var. 1 austriaca 11 P. nigra var. austriaca x P. 3 1 sylvestris 12 P. nigra var. austriaca x P. 2 1 mugo var. uncinata 13 P. nigra var. austriaca x P. 1 resinosa 14 P. nigra var. austriaca x P. 1 densiflora 15 P. nigra var. banatica x P. 4 densiflora 16 P. contorta x P. sylvestris 2 17 P. contorta x P. banksiana 1 18 P. contorta var. latifolia x P. 1 sylvestris 19 P. contorta var. latifolia x P. 1 1 banksiana 20 P. mugo var. uncinata x P. 1 sylvestris 21 P. densiflora x P. sylvestris 1 var. hamata 22 P. jeffreyi x P. nigra var. 1 austriaca 23 P. nigra var. austriaca x P. 1 jeffreyi 24 P. resinosa x P. taeda 1 25 P. rigida x P. ponderosa 3 26 P. ponderosa x P. rigida 2 27 28 29 30 31 32 33 P. ponderosa var. scopulorum x P. rigida Hibrizi intraspecifici P. griffithii x P. griffithii P. sylvestris x P. sylvestris P. nigra var. austriaca x P. nigra var. austriaca P. densiflora x P. densiflora P. contorta x P. contorta var. latifolia P. jeffreyi x P. jeffreyi 2 1 2 4 1 1 1 ● Ameliorarea plopilor: P. x canadensis cv. Serotina (P. nigra x P. deltoides) - hibrid de sex mascul, P. x c. cv. Robusta (P. nigra var. plantierensis x P. angulata) - de sex mascul, P. x c. cv. Regenerata (P. ‛Serotina‛ x P. nigra) - de sex femel, P. x c. cv. Eugenei (P. n. cv. Italica x P. ‛Regenerata‛) - de sex mascul. Principalele cultivare admise în prezent în cultură, în ţara noastră, sunt: cv. Serotina (clonele R1, R3, R4), cv. Robusta (clonele R13, R18, R20, Olteniţa, şi, îndeosebi, clona R16), cv. Sacrau (clonele 59 şi 79), cv. Italia (clonele I214, I45/51, I45/55, I69/55), cv. Deltoides 227, cv. Regenerata, cv. Cetate, cv. Argeş, cv. Marilandica, cv. Jacometti (clonele 107, 307), cv. Toropogriţki, ş.a. Populus x interamericana (P. deltoides x P. trichocarpa) - Plopi hibrizi interamericani Aflaţi la noi în ţară încă în faza de testare, plopii interamericani se arată promiţători sub aspect productologic şi de adaptabilitate faţă de condiţiile de inundabilitate din Lunca şi Delta Dunării. Astfel, în cultura comparativă de la Turcoaia (Ocolul Silvic Măcin) clonele interamericane Rap şi Donk au realizat, la 20 de ani, creşteri medii de 25,4 respectiv 22,0 m3/an/ha, comparabile cu cele ale cultivarului Sacrau 79 (aproximativ 23 m3/an/ha) ● Ameliorarea sălciilor: Hibrizi de Salix fragilis x S. matsudana ş.a. ● Ameliorarea molizilor: Hibridări interspecifice, la molid, în ţara noastră, au fost făcute începând din anul 1966 (B e n e a et al, 1975), obţinându-se 9 combinaţii cu 6 specii, însă, hibrizii rezultaţi nu au dovedit în testul de pepinieră superioritate faţă de părinţi, în privinţa creşterilor. În cadrul acestui experiment, spre exemplu, s-au obţinut hibrizi între: P. abies x P. obovata, P. abies x P. sitchensis, P. abies x P. koyamai, P. abies x P. omorika, P. abies x P. orientalis ş.a. La molid s-au întreprins şi hibridări intraspecifice, între rase, provenienţe sau varietăţi. Astfel, fenomenul de heterozis a fost dovedit la hibrizii rezultaţi din încrucişarea între rasa nordică şi cea sudică. În ţara noastră, în ultimul timp s-au făcut polenizări controlate de către Gh. Părnuţă, între ideotipul de molid cu coroană îngustă (Picea abies var. columnaris) şi tipul comun (Picea abies var. pyramidalis), experiment din care ar putea să fie deduse în viitor unele concluzii utile în domeniile cunoaşterii şi gospodăririi arboretelor de molid. AMELIORAREA ARBORILOR PRIN CLONARE (MICROPROPAGARE) SOMATICĂ IN VITRO Totipotenţa celulelor vegetale = la baza derulării protocoalelor de multiplicare in vitro Micropropagarea somatică in vitro = modalitate de înmulţire prin clonare a plantelor + metodă de ameliorare, întrucât: - se pot selecta şi apoi multiplica pe cale somatică arbori deţinători de genotipuri valoroase, fie existenţi în arborete naturale sau artificiale, fie rezultaţi din alte programe de ameliorare (selecţie, hibridare, mutageneză etc.); - în condiţii de cultură in vitro pot să apară variaţii somaclonale, ceea ce face ulterior posibilă selecţia exemplarelor valoroase obţinute din multiplicarea aceluiaşi genotip; - prin protocoale de lucru adecvate se poate realizarea rejuvenilizarea (reîntinerirea) arborilor deţinători ai unor combinaţii de gene valoroase. Fig. 3 Somatic embryos of F. excelsior and their germination. Fig. 4 Micropropagated ash from a mature selected tree in field tests. Fig. 5 : Genetic improvement of ash: vegetative propagation. **Poate contribui la rezolvarea problemei producerii de puieţi pentru împăduriri şi reîmpăduriri la speciile care se confruntă cu deficienţe majore de fructificaţie, cum sunt foarte multe dintre cvercineele indigene. Protocolul general de lucru recomandat în acest sens (Grigorescu et al.,1990) presupune parcurgerea următoarelor etape: - obţinerea materialului biologic (explant din puieţi sau din ţesuturi tinere recoltate de la arbori selecţionaţi); - pregătirea pentru inoculare (sterilizarea); - prelevarea explantelor şi inocularea (apexuri şi segmente nodale); - cultura pe medii nutritive; - realizarea de subculturi periodice (14-20 zile) şi obţinerea de lăstari in vitro; - alungirea şi înrădăcinarea lăstarilor; - adaptarea puieţilor obţinuţi in vitro la condiţii septice, în laborator; - adaptarea la condiţii de seră şi câmp. ETAPE ALE PROGRAMULUI DE AMELIORARE PRIN MICROPROPAGARE SOMATICĂ IN VITRO ŞI SELECŢIA VARIAŢIILOR SOMACLONALE: 1. Selecţia arborilor cu genotip superior. In acest sens este indicat să fie clonaţi arbori elită sau superelită obţinuţi prin selecţie recurentă, testaţi în culturi comparative, precum şi hibrizi intra sau interspecifici care se dovedesc purtători de heterozis somatic, adaptiv şi/sau reproductiv 2. Pretratamentul arborelui mamă. Este necesar atunci când acesta, ca urmare a vârstei înaintate, trebuie reactivat să producă părţi vegetative tinere care să fie folosite pentru recoltarea explantelor ce vor fi utilizate la cultura in vitro (prin tăieri în coroană, provocarea drajonării, recepare, rănire pentru determinarea formării de calus etc.) Vârsta plantei donatoare are un rol foarte important în reuşita multiplicării in vitro. EXEMPLU: LA DUGLAS = proces facil de multiplicare in vitro a explantelor recoltate de la puieţi de până la 5 ani, respectiv din ce în ce mai dificil după 10 ani 3. Sterilizarea explantelor şi a mediului de cultură. Explantele şi mediul de cultură prezintă o compoziţie chimică ce devine favorabilă instalării florei bacteriene şi fungice, motiv pentru care operaţia de izolare şi sterilizare este obligatorie, pentru reuşita culturii in vitro. 4. Izolarea şi inocularea explantelor Explantele trebuie să fie de dimensiuni adecvate procedeului de multiplicare in vitro utilizat. Totodată, s-a constatat că celulele "traumatizate" prin secţionare reacţionează ulterior pozitiv, declanşând diviziunile cu rol de creştere a explantului 5. Iniţierea diviziunilor. Aceasta este stimulată de compoziţia mediului de cultură. 6. Elongaţia, diferenţierea celulelor în vederea formării organelor şi transferul în câmp de cultură. Nu întotdeauna şi pentru toate speciile, mediul de iniţiere a diviziunilor asigură elongaţia (continuarea diviziunilor) şi citodiferenţierea….. 7. Selecţia clonelor şi a variaţiilor somaclonale valoroase. Această operaţie se face în funcţie de obiectivele de ameliorare stabilite şi urmăreşte obţinerea unui câştig genetic de ameliorare. În funcţie de modalităţile de multiplicare in vitro se diferenţiază următoarele situaţii: • înmulţire in vitro prin formarea de micropropagule, constând din formarea de muguraşi adventivi ("branching") pe suprafaţa explantului; • înmulţire prin lăstărire adventivă pe suprafaţa explantului ( vezi după calusul din stânga – jos) • înmulţire prin neformare (regenerare prin organogeneză) din calus. Figura151 - Diferite metode de cultură in vitro (după C o r n u, 1986 - din L u c ă u – D ă n i l ă, 1998) L u c ă u – D ă n i l ă et Fazele evolutive ale multiplicării in vitro : - inducerea diviziunii celulare, în care intervine ca stimulator de diviziune un mediu de cultură cu o anumită compoziţie chimică, dar un aport în acest proces îl pot avea chiar anumite pretratamente fizice ale explantului, cum este rănirea cu scop de inducere a calusării. Astfel, la nivelul zonelor traumatizate (mai ales prin tăiere) se produc diviziuni cu rol de cicatrizare. Folosirea ca explante a unor organe sau părţi ale acestora cărora le-a fost aplicat pretratamentul de inducere a calusării reprezintă o bună oportunitate pentru reuşita creşterii prin diviziune a explantului; - diviziunea celulară activă sau faza de proliferare, care constă din diviziuni care asigură creşterea somatică activă a explantului, soldându-se cu formarea de calus pe explant (aglomerare de celule nediferenţiate) sau neoformarea de muguri şi lăstari; - faza staţionară, în care nu mai predomină proliferarea celulelor, ci citodiferenţierea acestora. Fig. 3. Sequential stages in the complete in vitro regeneratio of lakoocha (Artocarpus lakoocha) plantlets. A. Nodal expl B. Elongation of axillary bud in nodal explant. C. Shoot tip producing callus and numerous shoot bud primordia. D. Elongated shoots initiate rooting in the induction medium, arrow points to a root. E. Complete plantlet developed with well defined shoot and root at the end of Mediile de cultură in vitro trebuie, în primul rând, să asigure supravieţuirea explantului (deci să nu fie toxice) şi, în al doilea rând, să facă posibilă inducerea diviziunilor, proliferarea şi citodiferenţierea celulară. In compoziţia mediilor de cultură intră trei categorii de componente: -nutritive; - reglatoare de creştere; - stabilizatoare. Componentele nutritive sunt reprezentate de: - ELEMENTE MINERALE (macroelemente şi microelemente) - ELEMENTE ORGANICE (surse organice de carbon şi de azot, vitamine, aminoacizi etc.). Componentele reglatoare de creştere sunt reprezentate de: - fitohormoni (auxine, ciotochinine, gibereline); - diverse substanţe reglatoare (etilenă ş.a.). Componentele stabilizatoare. Mediul de dispersie pentru componentele necesare mediului de cultură in vitro este apa. Stabilizatorii necesari sunt reprezentaţi de: - substanţe antioxidante; - substanţe absorbante (obişnuit se foloseşte cărbune activ); - stabilizatori osmotici şi de pH etc. Mediile de cultură pot fi solide (pe suport de agar) sau lichide. Acestea din urmă sunt utilizate pe scară largă în prezent În funcţie de concentraţia molară totală se diferenţiază medii de cultură: - concentrate (36-50 mM); - mediu concentrate (26-35 mM); - diluate (7-25 mM). Literatura de specialitate recentă recomandă utilizarea mediilor de cultură mai diluate, deşi la arbori au dat rezultate mulţumitoare şi mediile concentrate. IMPEDIMENTE ALE METODEI: **PROCEDURALE: • Brunificarea şi înnegrirea mediului de cultură în jurul explantului, fenomen destul de frecvent întâlnit la multiplicarea somatică in vitro la cvercinee, fag, castan comestibil, carpen ş.a. Acest fenomen nedorit este, de fapt, un proces de oxidare a mediului, determinat mai ales de fenolii conţinuţi de explant. Ca măsuri de prevenire şi combatere se recomandă: - spălarea fenolilor; - absoţia acestora cu cărbune activ; - folosirea de antioxidanţi (cum sunt, de exemplu, unii agenţi chelatici). • Vitrificarea ("malformaţie hiperhidrică"). Aceasta constă în supraacumularea de apă în celulele neoformate, îndeosebi în cele din ţesuturile conducătoare şi asimilatoare, asociată cu creşteri anormale ale acestora → adaptare foarte slabă la transplantarea în câmp→ neutilizarea acestora. • Anergia, fenomen care constă în proliferarea cvasicontinuă, necontrolată, a explantului, fără a mai reacţiona la substanţele reglatoare de creştere, chiar dacă se înlocuieşte mediul de cultură. In acest caz organogeneza nu mai este posibilă. ** IMPLICAŢII ALE SOMATICĂ IN VITRO: METODEI DE AMELIORARE PRIN MULTIPLICARE • Costurile determinate de tehnologia implicată şi cheltuielile materiale sunt mari, fiind de 310 ori mai ridicate decât cele presupuse de obţinerea variatăţilor sintetice în livezi semincere; • Adaptarea vitroplantelor la condiţiile de cultură forestieră este grevată adeseori de o serie de tare morfologice - fiziologice ale acestora, cum sunt: calitatea slabă a sistemului radicelar, intensitatea relativ redusă a creşterilor şi creşterea plagiotropă în faza juvenilă, sensibilitatea ridicată la boli ş.a.; A se observa vitroplante plagiotrope Plante in faza de aclimatizare • Ingustarea diversităţii genetice a culturilor astfel create, care sunt mult mai vulnerabile faţă de acţiunile diverşilor factori restrictivi de natură biotică sau abiotică. In a recent paper von Arnold and her colleagues Somatic embryogenesis is used for discovered that the genetic instability often vegetative propagation of trees. From associated with vegetative propagation in vitro www.biology.gatech.edu might reflect the ability to adapt to stress. Stability of four variable nuclear microsatellite loci in embryogenic cultures and zygotic embryos was highle variable in Pinus sylvestris, and low genetic stability was associated with higher embryogenic potential. This indicate that genetic instability might give the plants some kind of plasticity, which help widely distributed plants like pine to adapt to stress. HAPLOIDIA PRIN ANDROGENEZĂ ŞI GINOGENEZĂ Plantele haploide se pot obţine prin culturi in vitro de polen sau de ovule şi ovare nefecundate Procesul de regenerare de plante haploide in vitro este posibil ca urmare a totipotenţei ce caracterizează celulele vegetale Plantele haploide obţinute in vitro sunt sterile. Prin diploidizare ele devin fertile, iar din punct de vedere genetic sunt total homozigote. De aceea, mai sunt numite linii izogene sau linii total homozigote Utilitatea plantelor haploide şi a liniilor izogene: - toate genele se manifestă fenotipic→ posibilitatea selecţiei genotipurilor valoroase după caractere fenotipice; prin împerechere între linii izogene → heterozis; liniile izogene se obţin într-o singură generaţie, faţă de 7-8 generaţii prin metoda clasică a consangvinizării repetate haploizii rezultaţi in vitro din celule prelevate de acelaşi exemplar nu sunt identici ( ca urmare a recombinărilor din meioză, sau chiar datorită apariţiei de vitrovariaţii) Androgeneza poate fi realizată prin trei metode: - cultură de antere; - cultură de inflorescenţe; - cultură de polen. Cultura de antere este cel mai frecvent procedeu de androgeneză (figura 152). Recoltarea anterelor se face, de obicei, în momentul în care microsporii sunt uninucleaţi sau în timpul primei mitoze polinice Reprezentarea schematică a androgenezei directe şi indirecte (după B a d e a et R a i c u, 1984) Androgeneza directă se poate produce în mai multe moduri : - prin diviziuni repetate ale nucleului vegetativ, în timp ce nucleul spermatic avortează; - prin diviziuni repetate ale nucleului spermatic, în timp ce nucleul vegetativ avortează; - prin diviziuni simetrice ale nucleului microsporului, ceea ce face ca în loc de doi nuclei diferiţi (generativ şi vegetativ) să apară doi nuclei identici, deci două celule identice, sau este posibil ca cei doi nuclei să fuzioneze, rezultând astfel embrioni şi plante diploide. Figura 153 - Comportări posibile ale polenului la cultura in vitro (după C a c h i ţ ă – C o s m a et P e t r e s c u, 1985) Androgeneza indirectă constă în obţinerea mai întâi a unui calus, care prin diferenţiere produce organe (rădăcini şi muguri). De aceea, această cale de androgeneză mai este denumită şi organogeneză. Porţiuni din ţesutul diferenţiat care se formează pe calus se transferă apoi pe un mediu de cultură, rezultând plante haploide. Ginogeneza, constă în cultura de ovule nefecundate, izolate sau aflate în ovar, obţinându-se şi pe această cale plante haploide. Un caz aparte de ginogeneză este apogamia, care constă din obţinerea de plante haploide prin cultura in vitro a sinergidelor sau antipodelor. Haploidia prin androgeneză şi ginogeneză, urmată de obţinerea şi selecţia liniilor izogene, a fost utilizată în special la plantele agricole. Experimentări au fost făcute însă şi la arbori: la Populus nigra, Populus simonii x P. nigra, Populus ussuriensis, Prunus avium, Ribes nigrum etc. FUZIONAREA DE PROTOPLAŞTI ŞI HIBRIDAREA PARASEXUATĂ A ARBORILOR Hibridarea parasexuată reprezintă procesul de fuzionare, în condiţii de cultură in vitro, a unor celule care aparţin la specii diferite sau la rase (soiuri) intraspecifice Importanţă aparte prezintă hibridarea parasexuată interspecifică, deoarece se depăşesc barierele dintre specii care nu sunt compatibile la împerechere Hibridarea parasexuată se poate realiza atât între celule vegetale, cât şi animale, sau chiar între celule vegetale şi animale. In ultimile două situaţii se pot obţine doar clone de celule hibride, în timp ce în primul caz, datorită totipotenţei celulelor vegetale, prin cultura in vitro a celulelor fuzionate pot rezulta organisme La plante, hibridarea parasexuată se realizează prin fuzionarea de protoplaşti. Aceştia sunt celule vegetale lipsite de peretele celular pecto-celulozic = celule nude (protoplasma este delimitată la exterior numai de membrana plasmatică fosfolipido-proteică, capabilă să regenereze în culturi in vitro peretele celular şi să se dividă) Protoplaştii permit o serie de manipulări genetice, ca de exemplu: - transferul de organite celulare, microorganisme sau material genetic străin; - formarea de celule somatice hibride şi apoi de organisme cu diverse caracteristici genetice, inexistente în natură; - ameliorarea plantelor prin selecţia liniilor hibride parasexuate cu performanţe somatice deosebite, inducerea rezistenţei la diferiţi agenţi patogeni (produşi toxici ai unelor bacterii, ciuperci etc.) sau factori de stres abiotici (salinitate, secetă etc.). Tehnologia de obţinere a protoplaştilor: - metoda mecanică: constă în microdisecţia plasmolizate = la microscop → randament scăzut celulelor Avantajul aceste metode constă în faptul că nu se folosesc substanţe chimice care să digere peretele celular, evitându-se astfel efecte neprevizibile şi indezirabile ale acestora - metoda enzimatică: peretele celular este degradat (digerat) prin folosirea unor complexe enzimatice, cum sunt: celulaza, maceraza, diferite pectinaze şi hemicelulaze. Acestea trebuie, de fapt, să determine două efecte: - disocierea celulei din ţesut prin dizolvarea lamelei mijlocii care uneşte celulele; - degradarea propriu-zisă a peretelui celular pectocelulozic. Enzimele folosite se extrag din bacterii, ţesuturi fungice sau sucuri gastrice Ca material vegetal sursă de protoplaşti se pot utiliza: mezofil de frunze, rădăcini, nodozităţi radiculare, ţesuturi din fructe, inflorescenţe, endosperm, părţi din embrion (epicotil, hipocotil, cotiledoane), dar şi material vegetal obţinut prin culturi in vitro de celule somatice (culturi celulare de calus, suspensii celulare) - Etapele procesului de izolare a protoplaştilor (după C a c h i ţ ă – C o s m a et P e t r e s c u, 1985) - Surse posibile de celule "competente" pentru obţinerea de protoplaşti şi plante in vitro (după B r e z e a n u et al., 1988- din L u c ă u – D ă n i l ă et L u c ă u – D ă n i l ă, 1998) Obţinerea de protoplaşti prin metoda enzimatică nu ridică probleme de ordin procedural deosebite, insurmontabile. In schimb, ulterior obţinerii protoplaştilor trebuie rezolvate o serie de tehnologii care să asigure: - stabilizarea acestora, ceea ce presupune menţinerea stării de protoplast suficient timp pentru a putea fi parcursă etapa următoare, cea de fuzionare; - inducerea fuzionării în vederea formării celulelor hibride. În acest scop se folosesc adeseori agenţi inductori de fuzionare, cum este polietilglicolul; - găsirea unor medii de cultură selective, care să asigure selecţia şi diviziunea celulelor fuzionate, respectiv eliminarea celor nefuzionate; - inducerea diviziunilor şi a citodiferenţierii celulare, pentru a fi posibilă obţinerea de plante in vitro REALIZĂRI LA ARBORI: Primii protoplaşti fuzionaţi între celule somatice prelevate de la specii diferite de arbori au fost obţinuţi între Paulownia taiwaniana şi Populus sp. De asemenea, s-a reuşit regenerarea de plante întregi la specii din genul Citrus (V a r d i et al. 1982), la Populus tremula, Populus alba x P. grandidentata şi Populus nigra Betulifolia x P. Trichocarpa - la Pinus pinaster şi Pseudotsuga menzienii s-au izolat protoplaşti cu rezultate foarte bune utilizând cotiledoane; - s-au obţinut culturi celulare şi clone libere de viroze, dar nu imune, la specii din genurile Juniperus, Populus, Pinus, Malus ş.a.; - regenerarea de calus din protoplaşti de Alnus incana izolaţi din culturi de celule în suspensie; - formarea de calus din protoplaşti izolaţi din celule de mezofil, la Populus sp.; - regenerarea de calus din protoplaşti de Sorbus aucuparia; - la noi în ţară, în cadrul ICAS s-au realizat experimentări pentru obţinerea şi fuzionarea protoplaştilor la ulmul de Turkestan, ulmul de munte, salcâm, stejar pedunculat etc Randamentul extraodinar de mare al acestei metode de înmulţire in vitro (se pot obţine circa 2 milioane de protoplaşti dintr-un gram de mezofil foliar) Figura 156 - Obţinerea de protoplaşti prin metoda izolării enzimatice şi regenerarea in vitro a plantelor AMELIORAREA PRIN CREAREA DE ORGANISME TRANSGENICE. REALIZARI SI PERSEPECTIVE DE UTILIZARE A ACESTEI METODE LA ARBORI Modificarea genetică a organismelor animale, vegetale sau a microorganismelor prin transferul de material genetic de la alte vieţuitoare conduce la obţinerea aşa - numitelor organisme transgenice → perspectiva inducerii unor caractere dorite fie prin funcţionarea propriu-zisă a materialului genetic exogen, fie prin determinarea unor interacţiuni între informaţia genetică endogenă şi cea exogenă. La plante, organismele transformate genetic se obţin, de regulă, prin introducerea în protoplaşti de organite deţinătoare de informaţie genetică sau de material genetic exogen obţinut prin metode specifice Modalităţi de obţinere a plantelor transgenice prin încorporare de material genetic exogen (după R o ş u, 1988 – din L u c ă u- D ă n i l ă et L u c ă u- D ă n i l ă, 1998) În prezent se folosesc mai mult metodele care vizează utilizarea propriu-zisă a materialului genetic, diferenţiindu-se două căi de acţiune: - transferul direct de gene; - transferul indirect de gene (prin utilizarea de vectori). TRANSFERUL DIRECT DE GENE Tehnologia de transfer direct de gene se mai numeşte transfecţie şi se poate realiza prin: a) Încorporarea în protoplaşti de organite celulare purtătoare de informaţie genetică. Această metodă se poate concretiza în : - corectarea fotosintezei (în cazul transferului de cloroplaste) sau a mecanismului oxidării celulare (când se transferă mitocondrii); - transferul unor gene mutante valoroase încorporate în organitele supuse manipulării genetice b) Microinjecţia de gene în nucleu, realizându-se experimentări atât in vitro (la protoplaşti) cât şi in vivo (de exemplu, microinjectarea unor gene în grăuncioare de polen în curs de germinare) c) Fuziunea de protoplaşti cu lipozomi. Lipozomii sunt organite delimitate printr-o membrană fosfolipidică bistratificată. În interiorul lor se poate introduce materialul genetic ce urmează a fi apoi încorporat în protoplaşti d) Electroporarea. Metoda constă în producerea de pori în membrana plasmatică a protoplaştilor, într-un câmp electric de mică intensitate, prin care poate pătrunde materialul genetic exogen e) Bombardarea protoplaştilor cu microproiectile. Se folosesc microproiectile de aur sau tungsten învelite în materialul genetic care trebuie încorporat în protoplaşti TRANSFERUL INDIRECT AL GENELOR. TEHNICA ADN-ului RECOMBINAT IN VITRO Este metoda care a dat rezultate mult mai bune decât transferul direct, deoarece genele care urmează a fi încorporate în celulele ţintă sunt incluse în vectori, ceea ce măreşte semnificativ probabilitatea de remanenţă şi de exprimare a materialului genetic exogen, care are astfel şanse mult mai mari decât la transferul direct de a nu fi distrus de DN-azele celulare (enzime cu rol de degradare a materialului genetic neinclus în cromozomi). Vectorii au, de regulă, material genetic format din molecule circulare de ADN. Se folosesc în acest sens: - virusuri (de obicei adenovirusuri): bacteriofagul λ, virusul SV 40, CaMV (virus ADN scurt - 8Kb - care determină mozaicul conopidei) etc.; - plasmide bacteriene. Cu rezultate bune, la plante, s-au utilizat plasmidele Ti – de la Agrobacterium tumefaciens şi Ri – de la Agrobacterium rhizogenes . ETAPE DE LUCRU: a) Izolarea vectorului. Gena inclusă în ADN-ul vectorului va fi protejată de acţiunea DN-azelor celulare digestive. b) Izolarea sau sinteza „de novo” a genei de transferat în celulele ţintă. Gena de transferat se poate obţine prin următoarele metode: • utilizarea enzimelor de restricţie (endonucleaze de restricţie), care recunosc gena şi fragmentează ADN-ul, secţionând cele două capete ale genei. Gena astfel detaşată din ADN urmează a fi identificată, captată şi pregătită pentru introducerea în vector • reverstranscripţia (inverstranscripţia) moleculelor de ARNm. • utilizarea automatelor de sintetizat gene. Metoda presupune sinteza „de novo” a genei, pe baza cunoaşterii succesiunii de nucleotide din alcătuirea acesteia. c) Deschiderea vectorului. Se realizează cu enzime de restricţie şi trebuie astfel efectuată încât molecula circulară de ADN a vectorului să rămână funcţională îndeosebi în privinţa capacităţii de autoreplicare, pentru a fi posibilă multiplicarea vectorilor recombinaţi. d) Formarea de capete coezive la vector şi gena de transferat Pentru ca gena să fie inclusă în vector este necesar ca marginile „ferestrei” şi capetele genei să prezinte nucleotide complementare, care să poată fi apoi legate („sudate”) de către enzimele ADN-ligaze. Dacă nu există aceste nucleotide complementare, ele trebuie adăugate cu ajutorul unor enzime denumite transferaze terminale. În zonele de „sudare” (legare) vectorul trebuie să conţină dA (dezoxiadenozină) iar gena de inclus dT (dezoxitimidină), sau invers, ori dG respectiv dC, sau invers. e) Legarea genei la vector. Se face cu o ADN-ligază f) Transferul vectorului recombinat în celulele ţintă Trebuie create condiţii pentru acceptarea ADN-ului exogen, de exemplu prin: mediul de cultură folosit, faza ciclului mitotic din momentul transferului, anumite condiţii fiziologice ş.a. g) Clonarea celulelor transformate genetic, care se poate realiza prin metode specifice de multiplicare in vitro. h) Identificarea chimică a reuşitei transformării genetice Aceasta se poate realiza pe două căi: • prin identificarea ADN – recombinat. O metodă folosită în acest scop este hibridizarea „in situ”, care constă în identificarea secvenţei de ADN exogen într-un test de hibridizare cu ADN sau ARN radioactiv complementar. Existenţa pasajului de ADN exogen cuplat cu cel radioactiv complementar se poate evidenţia pe film radiosensibil; • prin identificarea produsului sintetizat de gena transferată, care se face prin analiza chimică a mediului de cultură care conţine celulele transformate genetic. Transferul de gene în celulă vegetală cu ajutorul plasmidului Ti de la Agrobacterium tumefaciens (după B a d e a et R a i c u, 1984 – din Figura 158 – L u c ă u – D ă n i l ă et L u c ă u – D ă n i l ă, 1998) LA ARBORI → experimente de transfer indirect al genelor cu ajutorul plasmidelor Ti şi Ri s-au obţinut exemplare de Pinus strobus rezistente la Cronartium ribicola (M i c h l e r, 1996); - la Populus tremula şi Pinus halepensis s-au transferat genele care codifică proteinele GUS şi NPT II, cu rol în dezvoltarea rădăcinilor adventive (A l t m a n, 1996); la Pinus taeda, s-a reuşit transferal unei gene care determină rezistenţă sporită la secetă (N e w t o n, 1995); - la Populus sp., s-a reuşit izolarea genei care produce enzima denumită lacază, care intervine în depozitarea ligninei, deci în creşterea capacităţii de bioacumulare. S-a încercat transferul acestei gene prin metoda bombardării cu microproiectile (E c h t, 1995); la Pinus radiata, s-a reuşit transformarea genetică a embrionilor produşi in vitro, prin bombardarea cu microproiectile (W a l t e r et al., 1994 – citat de Moroh o s h i et al., 1995); - la Populus sp. s-a reuşit transferul unei gene care poate produce proteine cu efecte antifungice, în scopul anihilării sau reducerii impactului ciupercilor dăunătoare; - gena aro A transferată la plopi cu ajutorul vectorului Agrobacterium tumefaciens, având ca efect inducerea de rezistenţă faţă de ierbicidul glifosat, aplicat în cantitate de 0,07 kg/ha; - gena LEAFY (LFY) de la Arabidopsis thaliana, care codifică înflorire timpurie, transferată la hibridul Populus tremula x P. tremuloides → înflorire după numai 7 luni (faţă de 8 – 20 ani!). - gene care modifică nivelul fitohormonilor EXEMPLU: gena GA 20 – oxidase izolată dela Arabidopsis, transferată la hibrizi de Populus tremula → creşteri active, frunze mai mari, fibre de xilem mai numeroase şi mai lungi; - genă care determină scăderea cantităţii de lignină la plopi, în vederea reducerii costurilor de extragere a ligninei în industria celulozei şi hârtiei, diminuându-se totodată şi poluarea chimică în astfel de procese industriale; - gena Bt care determină sinteza unei proteine inhibitoare care se cuplează cu glicoproteine epiteliale din intestinul insectelor ( Lymantria dispar; Dendroctomus frontalis etc.) care atacă diferiţi arbori EXEMPLU: la Picea glauca – gena care produce o proteinază inhibitoare care are efecte mortale în proporţie de circa 90% asupra larvelor care rod mugurii (K i n l a v et H a r r y, 1994); 